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                  Résumé  
 
Mots clefs :  
NO-Synthases, Activation de l’oxygène, Tetrahydrobioptérine, Raman de résonance, Résonance 
paramagnétique électronique, Analyses en flux continu, Stopped-flow, Freeze-quench, Cryo-réduction. 
 
 
Résumé :  
Le monoxyde d'azote est exclusivement synthétisé chez les mammifères par une famille 
d’hémoprotéines, les NO-Synthases. Le cœur de l’activité des NO-Synthases est l’activation de 
l’oxygène c'est-à-dire l’activation de l’intermédiaire réactionnel FeIIO2. Cette étape est contrôlée par 
la réactivité intrinsèque du fer, par les transferts de proton et les transferts d’électron. Elle doit être 
parfaitement maîtrisée car elle contrôle le chemin catalytique emprunté et la nature du produit final. 
Comprendre l’étape d’activation de l’oxygène est essentiel à la compréhension du rôle biologique 
et/ou pathologique de la NO-Synthase de mammifère. Cette question s'étend aux NO-Synthases 
bactériennes pour lesquelles on ne connait ni le mécanisme moléculaire ni la fonction biologique. 
Ce manuscrit propose une analyse approfondie de l’étape d’activation de l’oxygène de la 
NO-Synthase.  
Dans un premier temps, nous avons étudié l’influence de l’environnement proximal sur la 
réactivité intrinsèque du fer et l’activation de l’oxygène. Nous avons généré des protéines mutées qui 
modifient les propriétés électroniques de la liaison proximale de l’hème. Ces protéines mutées ont 
été caractérisées par différentes spectroscopies (résonance paramagnétique électronique, 
Raman de résonance). Dans un second temps nous avons directement étudié le complexe FeIIO2, 
en présence d’analogues de substrat, grâce à des analyses de cinétique rapide en flux continu et 
en flux arrêté (stopped-flow). Dans un troisième temps, le rôle du cofacteur tetrahydrobioptérine 
dans le transfert de proton et d’électron a été étudié par une méthode de piégeage à des temps très 
courts : le freeze-quench. L'ensemble de nos résultats montrent que l’activation de l’oxygène est 
régulée par les propriétés électro-donneuses du ligand proximal et par le réseau de liaisons H distal. 
Nous mettons en évidence des différences dans le rôle redox du cofacteur tetrahydrobioptérine 
entre la NO-Synthase de mammifère et la NO-Synthase bactérienne.  
La difficulté majeure pour comprendre l’étape d’activation de l’oxygène de la NO-Synthase 
réside dans la complexité et la rapidité de la réaction catalytique. Dans ce contexte, nous avons 
cherché à adapter une méthodologie qui a prouvé son efficacité dans le cas des cytochromes P450 : 
la cryo-réduction couplée à des sauts en température. 
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                  Summary  
 
Key words :  
NO-Synthases, Oxygen activation, Tetrahydrobiopterin, Resonance Raman, Electronic paramagnetic 
resonance, Continuous flow analysis, Stopped-flow, Freeze-quench, Cryo-reduction. 
 
 
Abstract : 
Nitric oxide is exclusively synthesized by NO-Synthases in mammals. The heart of the NO-
synthase activity is oxygen activation, which corresponds to the activation of the FeIIO2 
intermediate. This step depends on the heme electronic properties and on the electron and proton 
transfers. Oxygen activation has to be well mastered to control exactly the nature of the end-
product. Understanding the oxygen activation step is necessary to better understand the 
biological/pathological role of the mammalian NO-Synthases. Furthermore, bacterial NO-Synthases 
function and oxygen activation mechanism are unknown. 
This PhD work proposes a deep analysis of the oxygen activation step in NO-Synthases. 
First, proximal environment has been studied with mutated proteins. These mutations 
impact the electronic properties of the heme proximal bond. Spectroscopic analyses of these 
mutants have been done by electron paramagnetic resonance and resonance Raman. Then, we 
have studied the FeIIO2 intermediate with substrate analogs which has necessitated continuous flow 
and stopped-flow analyses. Finally, the role of the tetrahydrobiopterin cofactor in the electron 
and proton transfer has been studied and clarified thanks to a very fast trapping method : the 
freeze-quench. Our results show that the oxygen activation step is elaborately controlled by the 
proximal bond electron donation and the distal H bond network. At the same time we show some 
differences between mammalian and bacterial NO-Synthases concerning the redox role of the 
tetrahydrobiopterin cofactor.  
The major obstacle to understand the oxygen activation step resides in the complexity of the 
active site chemistry and the rate of catalytic reactions. For this reason, we propose to adapt an 
already successful protocol to trap some intermediates in the cytochromes P450 mechanism : cryo-
reduction coupled with temperature jumps. 
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                 Liste des abréviations  
4-amino-BH4  4-aminotetrahydrobioptérine 
4-CF3phgua   4-trifluorophénylguanidine 
4-Clphgua   4-chlorophénylguanidine 
4-Fphgua   4-fluorophénylguanidine 
4-MeOphgua   4-méthoxyphénylguanidine 
5-Me-BH4  5-méthyl-tetrahydrobioptérine 
A ou Ala  Alanine 
Arg    L-Arginine 
ADN   L'acide désoxyribonucléique 
APS    Persulfate d’ammonium 
ARN   L’acide ribonucléique 
ATP    L’adénosine tri-phosphate 
ATR-FTIR  Attenuated Total Reflection – Fourier Transformed InfraRed Spectroscopy 
baNOS  NO-synthase isolée de Bacillus anthracis 
BH2   7,8-dihydro-L-bioptérine ou dihydrobioptérine 
BH4   (6R)-5,6,7,8-tetrahydro-L-bioptérine ou tetrahydrobioptérine  
BS   Bas spin 
BSA   Albumine de sérum bovin 
bsNOS  NO-synthase isolée de Bacillus subtilis 
CaM   Calmoduline 
Cit    L-Citrulline 
CO   Monoxyde de carbone 
cpI   Compound I 
Cys    Cystéine 
-ala    Acide -amino-lévulinique 
DO   Densité optique 
drNOS   NO-synthase isolée de Deinococcus radiodurans 
DMSO   diméthylsulfoxyde 
DTT   Dithiothréitol 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   Acide éthylène-diamine-tétra-acétique 
eNOS ou NOS 3 NO-synthase endothéliale 
F ou Phe  Phénylalanine 
FeII   Fer ferreux 
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FeIII   Fer ferrique  
FeIV   Fer ferryl 
FAD   Flavine adénine dinucléotide  
FMN   Flavine mononucléotide 
GC   Guanylate cyclase soluble 
GMPc    Guanosine monophosphate cyclique 
gsNOS   NO-synthase isolée de Geobacillus stearothermophilus 
H ou His  Histidine 
H2O2   Peroxyde d’hydrogène 
Hb    Hémoglobine 
HS   Haut spin 
IMDZ   Imidazole 
iNOS ou NOS 2 NO-synthase inductible 
iNOSoxy  Domaine oxygénase de NO-synthase inductible 
IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactoside 
KPi   Phosphate inorganique de potassium 
MCAC   Metal Chelate Affinity Chromatography 
L ou Lys   Lysine 
Liaison H   Liaison hydrogène 
NAD    Nicotinamide adénine dinucléotide 
NADPH  Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit 
NED    N-éthylènediamine  
NMDR   Récepteur du N-Méthyl-D-Aspartate 
nNOS ou NOS 1 NO-synthase neuronale 
NO   Monoxyde d’azote 
NO-   Nitroxyle 
NO2
-   Nitrite 
NO3
-   Nitrate 
NOHA  Nω-hydroxy-L-arginine 
NOS   NO-synthase 
NOSoxy  Domaine oxygénase de NO-synthase 
NOSred  Domaine réductase de NO-synthase 
NR    NADPH-nitrate réductase 
O2
•-   Superoxyde 
ONOO-  Peroxynitrite 
P450   Cytochromes P540 
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PMSF   Fluorure de phénylméthanesulfonyle 
RNOS   Espèces réactives dérivées de l'azote et de l'oxygène 
RPE   Résonance paramagnétique électronique 
RR   Raman de résonance 
saNOS   NO-synthase isolée de Staphylococcus aureus 
scNOS   NO-synthase isolée de Sorangium cellulosum  
SDS   Sodium dodecyl sulfate  
SOD   Superoxyde dismutase 
stNOS   NO-synthase isolée de Streptomyces turgidiscabies 
TB   Terrific Broth 
THF   Tétrahydrofolate 
TRIS   Trishydroxyméthylaminométhane 
W ou Trp  Tryptophane 
WT   Protéine sauvage (Wild Type) 
Y ou Tyr   Tyrosine 
ZFS   Zero Field Splitting 
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La première découverte du rôle biologique du monoxyde d'azote (NO) date de 1976 [1]. 
Depuis cette date, les recherches sur la biochimie de NO ont abouti à la publication de plus de             
200 000 articles scientifiques. Le NO a été élu molécule de l’année par le magazine Science en 1991 
et en 1998 le prix Nobel de médecine est remis à trois chercheurs américains (R. Furchgott, L. 
Ignarro, et F.Murad) pour leurs travaux sur NO comme molécule de signalisation dans le système 
cardiovasculaire. Depuis cette découverte plusieurs autres fonctions de NO ont été identifiées [2]. Il 
exerce un rôle majeur dans la signalisation intercellulaire au premier rang desquels la 
neurotransmission. 
Cependant, NO est au cœur d'un paradoxe. En tant que radical, il est susceptible de réagir 
avec les métaux de transition, les radicaux libres, les acides gras insaturés et les groupements thiols et 
va avoir un effet sur l’activité, la structure et la fonction de ces molécules [3, 4]. Ceci confère au NO 
une fonction cytotoxique retrouvée dans la réponse immunitaire non spécifique [5-7] mais aussi 
dans de nombreuses pathologies telles que le diabète, les maladies neurodégénératives, les maladies 
cardiovasculaires ou les maladies auto-immunes [4]. 
 
L'unique source enzymatique de NO chez les mammifères sont les NO-Synthases (NOS). 
La compréhension du mécanisme de ces NOS est un défi majeur. Cela permettrait de mieux 
appréhender leurs rôles dans la signalisation cellulaire, leurs fonctions cytotoxiques et l'équilibre 
entre ces deux activités biologiques contradictoires. Outre ce paradoxe, une autre source 
d'interrogation concerne les NOS bactériennes. Elles sont couramment utilisées comme modèles 
alors que leurs rôles et mécanismes sont, certes, débattus mais encore très peu élucidés.  
 
Plusieurs modèles pour le mécanisme moléculaire ont été proposés par analogie à celui 
des cytochromes P450 mais il reste majoritairement non résolu à ce jour. Ce manuscrit résume 
l'ensemble des expérimentations réalisées pendant mes 3 années de thèse pour mieux comprendre 
une étape clé de ce mécanisme moléculaire : l'activation de l'oxygène.  
Dans un premier temps, nous avons voulu approfondir le rôle et l'importance de 
l'environnement proximal de l'hème sur la réactivité du fer et l'activation de l'oxygène. Pour 
sonder cet environnement des mutations spécifiques ont permis de modifier le réseau de liaisons 
hydrogènes (liaison H) proximal. Les mutants ont ensuite été caractérisés par diverses spectroscopies 
(la spectroscopie UV-Visible, la résonance paramagnétique électronique, le Raman de 
résonance) ([8], Annexe 1). 
Dans une seconde partie nous avons étudié le réseau de liaisons H de l'environnement distal 
de l'hème. Des analogues de substrats nous ont permis de modifier ce réseau de liaisons H et 
l'effet de ces modifications sur le complexe FeIIO2 a pu être étudié par des méthodes de cinétique 
rapides en flux arrêté (stopped-flow) et en flux continu (réalisées à l'université de Laval, Québec).  
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Dans un troisième temps, nous avons étudié le rôle du cofacteur tetrahydrobioptérine 
(BH4) dans le transfert de proton(s) et d'électron nécessaires à l'activation de l'oxygène. Nous avons 
piégé le cofacteur à l'état radicalaire en stoppant la réaction par congélation rapide (le freeze-
quench) et nous avons analysé son rôle dans le cas de la NOS de mammifère et dans le cas de la 
NOS bactérienne ([9], Annexe 2). 
 
 L'ensemble de mes travaux de thèse mettent en évidence la limite des méthodes de cinétique 
classiques pour répondre à toutes les interrogations subsistantes sur le mécanisme moléculaire de la 
NOS. C'est pour cela que nous proposons une nouvelle approche méthodologique pour 
l'exploration de ce mécanisme. Cette méthode est développée dans le Chapitre 4 de cette thèse et 
implique l'irradiation d'échantillons congelés couplée à des sauts en température ([10], Annexe 3). 
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CHAPITRE 1 
Le monoxyde d’azote et les NO-Synthases
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1. Le Monoxyde d’azote et les NO-Synthases de mammifères 
1.1.  Rôle du monoxyde d'azote dans la signalisation cellulaire 
L'unique source de monoxyde d’azote (NO) chez les mammifères est la protéine NO-
Synthase (NOS). NO a une 1/2 vie d'une seconde environ. C’est une petite molécule radicalaire et 
hydrophobe ayant une très bonne diffusion à travers les membranes. De ce fait, c’est une molécule 
de choix pour la signalisation cellulaire.  
 
Activation de la guanylate cyclase : 
Parmi ses cibles biologiques on retrouve des hémoprotéines telles que la guanylate cyclase 
(GC). NO se fixe au fer à l'état FeII avec une très grande affinité et cela entraîne la rupture de la 
liaison entre le fer et son ligand proximal : une histidine (His). Ce changement de coordination 
entraîne une modification de la conformation de la protéine ce qui va ainsi l’activer et induire la 
synthèse de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) [11]. La GMPc est un médiateur cellulaire 
qui va activer différentes kinases du tissu cible (les protéines kinases G, les MAP-kinases suivant le 
contexte) qui régulent le taux de calcium intracellulaire. Ce dernier contrôle de nombreux processus 
biologiques. 
 
Signalisation NO dans le système vasculaire : 
La vasodilatation est un exemple de phénomène biologique issu de la signalisation NO 
(Figure 1) [12, 13]. Des messagers cellulaires, dépendants des forces hémodynamiques du flux 
sanguin, vont permettre d’activer la NOS endothéliale (eNOS ou NOS 3) qui est exprimée de 
manière constitutive dans l’endothélium, l’épithélium et les cardiomyocytes [14, 15]. Le NO libéré va 
atteindre les cellules musculaires lisses, va activer la GC et permettre la production de GMPc. Cela 
provoque une cascade de signalisations aboutissant à la diminution de l'affinité de la myosine pour le 
calcium et entraînant ainsi la relaxation des muscles lisses et la vasodilatation. 
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Figure 1 : Représentation de la diffusion de NO des cellules endothéliales vers les cellules 
musculaires lisses et activation de la GC. Formation de GMPc et cascade de signalisations 
entrainant la relaxation musculaire. (www.nobelprize.org) 
Au niveau cardiovasculaire, la signalisation NO participe également à l’inhibition de 
l’agrégation plaquettaire, la régulation de la contractilité cardiaque, l'angiogénèse, la régulation de la 
barrière endothéliale, l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles, la perméabilité vasculaire, le 
contrôle de l'érection. Il a également un rôle anti-apoptotique et antiprolifératif. Chez les souris 
knockout de eNOS on observe une augmentation de la pression sanguine, une accélération du rythme 
cardiaque, une hypertrophie du ventricule gauche [16]. 
 
Signalisation NO dans le système nerveux : 
Une autre activité de signalisation via l'activation de la GC est localisée au niveau cérébral 
(Figure 2). La libération de glutamate par le neurone pré-synaptique va activer le récepteur à la N-
Méthyle-D-Aspartate (NMDR). Ce dernier ouvre le canal calcique et permet l'entrée massive de 
calcium dans le neurone post-synaptique. Les fortes concentrations en calcium activent la NOS 
neuronale (nNOS ou NOS 1), elle aussi exprimée de manière constitutive. Le NO libéré va diffuser 
dans la synapse et se propager vers les neurones avoisinants. Il va pouvoir se fixer sur la GC pré-
synaptique et cela aura pour effet un rétrocontrôle positif sur la libération de glutamate. Ce 
phénomène est à l'origine de la potentialisation à long terme (LTP). La LTP persistante est corrélée 
aux mécanismes de mémorisation, notamment dans l'hippocampe. Ces voies de signalisation et de 
communication neuronale seraient impliquées dans les processus de mémorisation, d'apprentissage, 
de plasticité synaptique [17-20]. 
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Figure 2 : Représentation de la libération du glutamate par le neurone pré-synaptique, 
activation du récepteur NMDA post synaptique, ouverture des canaux calciques et 
activation de nNOS post-synaptique, libération de NO et rétrocontrôle positif sur le 
neurone pré-synaptique via l’activation de GC. 
NO a de nombreuses autres fonctions sur le système nerveux central et périphérique [20, 
21]. Il participe au contrôle de la libération de neurotransmetteurs (dopamine, acétylcholine, 
noréphédrine, gaba, sérotonine, histamine). Par ce biais, NO est donc un élément important de la 
régulation neuroendocrinienne (libération de glucocorticoïdes, d'hormones) et de la régulation 
comportementale (agressivité, dépression, performance, appétit). NO intervient également dans la 
régulation des mouvements péristaltiques intestinaux. 
 
Autres fonctions de signalisation de NO : 
La signalisation NO passe aussi par l’activation ou l’inhibition des protéines de transcriptions 
(Mn-SOD, IRP-1, PARP, NFB, p21ras, PKC, IB) qui participent à la régulation de la respiration 
mitochondriale, à l'homéostasie du calcium et de l’eau, à la régulation du cycle cellulaire et la défense 
redox de la cellule [22-25]. 
1.2. Rôle du monoxyde d'azote et de ses dérivés dans la cytotoxicité 
Les espèces réactives dérivées de l’azote et de l’oxygène : 
La cytotoxicité de NO est induite par ses produits dérivés : les espèces dérivées de l'azote et 
de l'oxygène (les RNOS) issues de la réactivité de NO avec les électrons et l’oxygène présents dans la 
cellule (Figure 3). On retrouve différentes espèces (ONOO-, NO
-, NO+, HNO, NO2
-, NO2
•, NO2
+, 
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NO3
-, N2O3 et N2O4) ayant chacune un degré d’oxydation qui va leur conférer des propriétés 
réactives différentes [26-28]. 
 
 
Figure 3 : Formation des espèces réactives dérivées de l’azote et de l’oxygène. Outre la 
réaction entre NO et le superoxyde, le peroxynitrite peut être aussi produit par la réaction 
entre NO- et le dioxygène ou NO+ et le peroxyde d'hydrogène. 
Parmi ces RNOS, la molécule la plus toxique connue à ce jour est le peroxynitrite (ONOO-) 
issu, entre autres, de la réaction de NO avec le superoxyde (O2
•-). La nicotinamide adénine 
dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase et la xanthine oxydase sont activées au cours de 
nombreux processus cellulaires mais génèrent une grande quantité de O2
•-. Afin d'éviter une 
accumulation trop importante de cette espèce extrêmement réactive, la superoxyde dismutase (SOD) 
localisée dans les mitochondries, le cytoplasme et le compartiment extracellulaire élimine cette 
espèce. Cependant NO et O2
•- réagissent ensemble de manière extrêmement rapide [29]. Pendant 
une réaction inflammatoire, la quantité de NO produite est suffisante pour entrer en compétition 
avec la SOD, réagir avec O2
•- et produire ONOO-. 
1.2.1. Processus biologiques liés à la cytotoxicité du monoxyde d’azote et de ses 
dérivés 
NO et les RNOS sont des médiateurs cellulaires qui ont un rôle cytotoxique utilisé au profit 
de plusieurs processus biologiques notamment pour la réponse immunitaire non spécifique.  
La NOS inductible (iNOS ou NOS 2) est la seule des trois NOS de mammifère à ne pas être 
exprimée constitutivement. Un agent pathogène va déclencher la libération de nombreuses cytokines 
chez son hôte : l'interleukine 1 (IL1), le tumor necrosis factor  (TNF- l'interféron IFN-) par 
exemple. L'ensemble de ces cytokines et le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries activent des 
signaux de transductions (le facteur nucléaire NF-B par exemple) qui induisent la transcription 
d'iNOS dans les macrophages (entre autres) [30-32] et provoque la libération massive de NO [33]. 
La toxicité de NO sur l'agent pathogène est ensuite induite par les RNOS (Figure 4). NO et ses 
dérivés vont pouvoir inhiber directement de manière réversible ou irréversible la ribonucléotide 
- 31 - 
réductase (enzyme responsable de la synthèse de l'acide désoxyribonucléique (ADN) [34]). Cela 
provoque une diminution de la prolifération bactérienne [31, 34, 35].  
 
 
Figure 4 : Représentation de l’induction de iNOS dans le macrophage sous l'action de 
stimuli tels que le LPS et IFN et de la réponse immunitaire non spécifique induite par NO 
qui agit soit seul soit de concert avec le superoxyde sous forme de peroxynitrite [36]. 
NO et ses dérivés réagissent également avec les résidus aromatiques, les résidus thiols ou les 
résidus aminés des protéines bactériennes. Ils provoquent la peroxydation lipidique, interagissent 
avec les protéines à hème et augmentent globalement le stress oxydant dans le pathogène 
aboutissant à la formation de lésions dans l’ADN et à la mort de la bactérie. NO est aussi un agent 
antiviral en nitrosylant des résidus cystéines (Cys) présents dans les protéases virales. Il inhiberait 
alors l’activité de l’enzyme et interromprait ainsi le cycle vital du virus [31]. 
 
 Les propriétés cytotoxiques de NO et de ses produits dérivés leur confèrent des rôles 
majeurs dans la réponse immunitaire non spécifique. Outre son rôle d'agent antimicrobien, il est 
essentiel aux réponses anti-tumorales, au processus apoptotique, à la défense redox de la cellule.  
1.2.2. Processus pathologiques liés à la cytotoxicité du monoxyde d’azote et de ses 
dérivés. 
L'ensemble des RNOS peut aussi générer un stress oxydant dans les cellules de l’hôte. En 
plus de diminuer la biodisponibilité de NO, ONOO- est un oxydant très puissant qui réagit avec de 
nombreux composants de la cellule [37]. 
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Figure 5 : Représentation de la toxicité du peroxynitrite sur les différents composants de la 
cellule. (Image adaptée de Pacher et al. [4]) 
Le peroxynitrite inhibe de manière irréversible des enzymes ayant des métaux de transition 
dans leurs cycles catalytiques, provoque des lésions de l'ADN, inhibe les complexes I, II et V de la 
mitochondrie, suractive la poly ADP-ribose polymérase I (PARP I, une enzyme de réparation de 
l'ADN) qui consomme beaucoup d'adénosine triphosphate (ATP) et de nicotinamide adénine 
dinucléotide (NAD+) et provoque une déplétion en ATP dans la cellule. L’ensemble de ces dégâts 
cellulaires peuvent aboutir à la mort non programmée des cellules : la nécrose cellulaire (Figure 5).  
De par ces fonctions délétères, la synthèse de NO et de ses produits dérivés est reconnue 
comme étant un facteur aggravant dans de nombreuses pathologies : athérosclérose, arthrite, rejet de 
greffes, inflammations chroniques, inflammations aiguës, maladie de Crohn, lupus, psoriasis, 
chocs septique, asthme, emphysème, bronchiolite, pneumonies, sclérose latérale amyotrophique, 
épilepsie, maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, maladie de Huntington, ischémie cérébrale, 
promotion de la croissance des tumeurs et des métastases, angiogénèse, hypertension, accident 
vasculaire cérébral, infarctus, hépatites, diabètes, maladies ophtalmiques, anémie falciforme…[4, 37]. 
 
Exemple : rôle toxique du peroxynitrite dans la maladie de Parkinson  
Les réactions de nitration ou nitrosation de protéines réalisées par les RNOS et le ONOO- 
plus spécifiquement tiennent un rôle important dans les processus de maladies neurodégénératives 
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[38-40]. A titre d'exemple la nitration de la protéine -synucléine participe à la formation des corps 
d'inclusions retrouvés dans les neurones dopaminergiques de la maladie de Parkinson (Figure 6). En 
condition physiologique normale, la protéine -synucléine existe en équilibre entre deux formes. La 
première est associée à la membrane et la seconde est cytosolique.  
 
-synucléine
-synucléine 
cytosolique
Formation 
d’oligomères 
Formation et 
accumulation de 
corps de Lewi
NO/ONOO-: 
nitration
- Diminution de l’affinité
pour la membrane
- Résistance à la protéolyse
- Diminue/Augmente la 
formation des filaments
 
Figure 6 : Implication de NO et des ses dérivés dans la formation des corps d’inclusions 
présents dans les neurones dopaminergiques de la maladie de Parkinson (adaptée de 
creativecommons.org). 
La nitration de cette protéine va changer plusieurs de ses caractéristiques. Tout d'abord son 
affinité à la membrane est diminuée. Ensuite, elle résiste mieux à la protéolyse et augmente (à basse 
concentration) ou diminue (à forte concentration) la formation de filaments (éléments essentiels du 
cytosquelette). Enfin, cette nitration favorise la conformation en feuillets  de la protéine [41]. Cette 
dernière est alors favorable à la formation de corps de Lewi qui s'accumulent dans les neurones 
dopaminergiques lors de la maladie de Parkinson. 
 
NO est donc une molécule polyvalente chez les mammifères. Elle est à la fois 
essentielle à de nombreux processus biologiques mais participe au développement de 
certaines pathologies. Dans l’état actuel des connaissances, il est donc primordial d’étudier 
la source de cette molécule, la NOS. Etudier son mécanisme moléculaire et comprendre les 
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tenant et aboutissant de la synthèse de NO pourront apporter des éclaircissements sur cette 
double fonctionnalité et donner de nouvelles pistes pour palier les effets délétères. 
2. Le monoxyde d'azote et les NO-Synthases bactériennes 
L’activité de synthèse de NO chez les bactéries est le plus souvent associée à des réactions de 
dénitrification impliquant des enzymes qui ne présentent aucune homologies de séquences avec les 
NOS de mammifères [42]. Cependant, grâce aux avancées réalisées récemment dans le domaine de 
la génomique, il est maintenant connu qu’en plus des mammifères, les oiseaux, les insectes, les 
poissons, les mollusques et certaines bactéries possèdent des gènes homologues à ceux des NOS 
[43]. Chez les bactéries, les protéines correspondantes à ces gènes ont été baptisées NOS 
bactériennes. Cependant, in vivo, la fonction de ces protéines est encore sujette à débat. 
 
 
Figure 7 : Arbre phylogénétique et exemple de quelques familles de bactéries possédant le 
gène de la NO-Synthase (marquées d’un point rouge). 
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Les bactéries ayant une séquence codant pour la NOS bactérienne sont principalement à 
Gram positif. Cela inclut notamment l'ordre des firmicutes, des actinobactéries et des deinnocoques 
(Figure 7). On la retrouve dans une bactérie à gram négatif, une cyanobactérie et un archéon. 
Plusieurs équipes ont montré que la NOS bactérienne était capable de produire NO in vivo. Des 
résultats semblent indiquer que la formation de ce gaz a bien lieu avec la NOS dans le cas de 
Streptomyces turgidiscabies, Deinococcus radiodurans, Bacillus subtilis et Bacillus anthracis [44-46].  
 
NOS de Streptomyces turgidiscabies : 
La production de NO chez Streptomyces turgidiscabies par sa NOS (stNOS) a été démontrée par 
piégeage radicalaire (spin trapping) in situ sur des cultures bactériennes [45]. Le gène de stNOS est co-
localisé avec des gènes responsables de la synthèse de la thaxtomine, une toxine de plante 
responsable de la gale commune de la pomme de terre [47]. Le NO permettrait la nitration de cette 
toxine sur un groupement tryptophanyle. Une fois le gène de NOS retiré de la bactérie, elle n'est 
alors plus capable de synthétiser la thaxtomine. Sa production peut être restaurée par l'ajout de NOS 
exogène [48]. De plus l'arginine (substrat de la NOS) marquée à l'azote 15 (15N) permet de montrer 
que l'azote du groupe NO2 de la thaxtomine provient bien du groupement guanidinium de l'arginine. 
 
NOS de Deinococcus radiodurans : 
Dans le cas de Deinococcus radiodurans, la nitration d’un acide aminé tryptophane (Trp) d’un 
ARN de transfert (4-nitro-TrpARNtTrp) a été démontrée in vitro. Une interaction protéine-protéine 
entre drNOS et la Trp-ARNt-synthase permettrait cette nitration dont la fonction exacte n’est pas 
encore connue [49, 50]. Il a été, également, établi que l’activité NO-synthase de drNOS est impliquée 
dans les mécanismes de réponse au stress tel que le stress UV. Suite à l’exposition à ce stress 
l’expression de la NOS est induite. La synthèse de NO va, à son tour, induire l’expression du gène 
obgE qui est un acteur essentiel de la réponse au stress et de la prolifération bactérienne. Ainsi la 
NOS a un rôle dans la régulation transcriptionnelle de Deinococcus radiodurans soumis à un stress [51]. 
Elle est essentielle aux mécanismes de résiliences de la bactérie. 
 
NOS de Bacillus subtilis : 
La NOS de Bacillus subtilis (bsNOS) serait, quant à elle, impliquée dans la résistance au stress 
oxydant [46, 52]. NO pourrait activer certains gènes afin de protéger la bactérie d'un stress nitrosant 
ou oxydant. Bacillus subtilis, knockout de bsNOS, semble extrêmement sensible au stress oxydant avec 
la présence de nombreux thiols réduits [46]. Les thiols réduits recyclent le FeII et favorisent les 
réactions de Fenton qui génèrent des radicaux hydroxyles. Il est proposé que NO bloque cette voie 
de recyclage par S-nitrosation des thiols libres (Figure 8).  
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Figure 8 : Mécanisme proposé pour l’activité de protecteur redox de NO dans le cas de 
Bacillus subtilis. 
NO pourrait également activer directement la catalase KatA, responsable de la dégradation 
du peroxyde [44]. NO aurait donc un rôle de cytoprotection dans le cas de Bacillus subtilis. 
 
NOS de Bacillus anthracis : 
La NOS de Bacillus anthracis (baNOS) aurait une implication dans la virulence de la bactérie. 
Bacillus anthracis knockout de baNOS perdrait toute sa pathogénécité et aurait une survie beaucoup 
plus limitée chez son hôte [46]. Le NO, parmi d'autres molécules, pourrait participer au stress 
oxydant généré au cours d'un contact hôte-pathogène afin de neutraliser/affaiblir l'hôte. 
 
Résistance aux antibiotiques : 
Il a été montré que la NOS bactérienne est une protéine impliquée dans des mécanismes de 
résistances aux antibiotiques. Cet effet a été observé sur un large panel de bactéries. En présence de 
la NOS bactérienne l’antibiotique serait moins efficace car il pourrait être chimiquement modifié par 
des réactions de nitration ou nitrosation [53]. La NOS bactérienne pourrait également participer à la 
réduction du stress oxydant généré par de nombreux antibiotiques.  
 
Le rôle de la NOS bactérienne est encore peu compris. On remarque que les 
fonctions qui lui sont attribuées à ce jour sont très variées et parfois contradictoires : 
cytoprotection pour Bacillus subtilis, virulence pour Streptomyces turgidiscabies et Bacillus 
anthracis, résistance aux antibiotiques. Mais cela donne un intérêt tout particulier à l’étude 
des NOS bactériennes car, dans la lutte contre les pathogènes multi-résistants, de nouvelles 
cibles thérapeutiques doivent être trouvées. Les NOS bactériennes pourraient bien 
constituer des cibles potentielles pour de futurs antibiotiques. 
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3. Structure des NO-Synthases  
3.1. Structure du monomère 
La NOS est une protéine homo-dimérique. La Figure 9 représente une structure schématique 
des trois monomères de NOS de mammifère. Chacun des monomères contient 2 domaines : un 
domaine oxygénase (en rouge) et un domaine réductase (en rose). 
 
  
 
Figure 9 : Représentation schématique de la structure du monomère de NOS de 
mammifère. Le domaine oxygénase est en rouge. Le domaine réductase est représenté en 
rose. La partie N-Terminale diffère selon l'isoforme [54]. 
Le domaine oxygénase :  
C’est dans le domaine oxygénase (en rouge sur la Figure 9), situé du coté N-terminal qu'a lieu 
la réaction catalytique. La NOS réalise dans un premier temps l’oxydation de l'arginine en N

-
hydroxy-arginine (NOHA). Dans un second temps le NOHA est oxydé en L-citrulline (Cit) avec 
production concomitante d’une molécule de NO (Figure 10). 
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Figure 10 : Réaction en deux étapes catalysée dans le domaine oxygénase de la NOS. 
L’arginine est oxydée en NO et citrulline en passant par la formation d’une espèce 
intermédiaire : la N-hydroxy-arginine [55]. 
Le domaine oxygénase est constitué des éléments nécessaires à la synthèse de NO c’est à dire 
du site de fixation du substrat (Arg ou NOHA), du site de fixation du cofacteur tetrahydrobioptérine 
(BH4) (Figure 11), du site de fixation de l'hème. L’hème, situé au cœur du site actif, est une 
protoporphyrine de fer de type IX (Figure 11) et le fer a pour ligand proximal une cystéine (Cys 419 
pour nNOS, Cys 184 pour eNOS ou Cys 200 pour iNOS humaines). 
 
 
 
Figure 11 : Représentation chimique du cofacteur tetrahydrobioptérine et de l’hème. 
La partie oxygénase est reliée au domaine C-terminal par un inter-domaine correspondant au 
site de reconnaissance de la calmoduline (CaM) qui est un senseur de calcium. Pour les deux NOS 
constitutives (eNOS et nNOS) la fixation de calcium sur CaM permet d'activer la protéine en 
favorisant le transfert d'électron du domaine réductase vers le domaine oxygénase [56, 57]. Dans le 
cas de iNOS, le calcium est toujours fixé sur la CaM et iNOS est exprimée directement sous forme 
active. 
 
Le domaine réductase : 
Le domaine C-terminal correspond au domaine réductase (en rose sur la Figure 9), il contient 
les sites de fixation de la flavine adénine dinucléotide (FAD), de la flavine mononucléotide (FMN) et 
du NADPH [56, 58, 59]. Ce domaine est responsable de l'acheminement des électrons nécessaires à 
la réduction du fer situé dans le domaine oxygénase. Les transferts d’électrons au sein du domaine 
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réductase sont soumis à des régulations extrêmement complexes et sont le sujet de plusieurs revues 
[60-62]. 
 
Différences entre les isoformes : 
Il y a environ 60 % d'homologie de séquence entre les différentes NOS de mammifères. Les 
deux NOS constitutives (eNOS et nNOS) ont des séquences supplémentaires nécessaires à leurs 
localisations cellulaires (Figure 9). La nNOS contient un domaine PDZ en zone N-terminale. Ce 
domaine est un site de reconnaissance et va permettre à nNOS d'être accolée au récepteur NMDA 
qui, lui aussi, a un domaine PDZ (voir 1.1.). Les sites de myristoylation (Myr) et palmitoylation 
(Palm) de eNOS lui permettent d’être ancrée à la membrane plasmique. 
 
Cas des NOS bactériennes : 
Les homologies de séquences entre la NOS de mammifère et la NOS bactérienne se limitent 
au domaine oxygénase et sont d'environ 44 %. Aucune bactérie n'a montré la présence d'une 
séquence codant pour le domaine réductase directement rattaché au domaine oxygénase à 
l'exception de Sorangium cellulosum [63] et de certaines cyanobactéries [64, 65]. Comme la NOS de 
mammifère, le domaine oxygénase contient le site de fixation de l’hème et le site de fixation du 
substrat (Figure 12, partie en rouge). En revanche le site de fixation du cofacteur est modifié par 
rapport à la NOS de mammifère. La poche de fixation est beaucoup plus ouverte et la nature du 
cofacteur de la NOS bactérienne n’est pas encore déterminée à ce jour.  
 
 
Figure 12 : Représentation schématique de la structure des NOS de procaryotes comparée à 
celle des eucaryotes [66]. 
Plusieurs protéines ont été proposées comme jouant le rôle de réductase pour la NOS 
bactérienne. La flavodoxine dans le cas de bsNOS s'est avérée être un bon donneur d'électron pour 
la synthèse de NO in vitro [67]. D'autres études ont montré que la NOS de Deinococcus radiodurans 
(drNOS) pouvait produire NO quand un domaine réductase de NOS de mammifère lui était apposé 
[68]. En revanche, des réductases multiflaviniques telles que la sulfite réductase se sont avérées 
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inefficaces pour remplir le rôle de réductase avec la NOS bactérienne [69]. Enfin, il est proposé que 
la NOS bactérienne puisse produire NO sans réductase spécifique. Elle pourrait utiliser les 
partenaires redox disponibles dans la bactérie et de manière non spécifique [52]. 
Sorangium cellulosum est une bactérie gram négative qui fait exception sur ce point. Sa NOS 
(scNOS) est composée d’un domaine oxygénase (en position C-terminale) rattaché de manière 
covalente à un domaine réductase (en position N-terminale) [63] (Figure 12). Le site de fixation de 
FMN est remplacé par un centre fer-soufre dans le cas de scNOS, capable de réaliser des transferts à 
1 électron. Les sites de fixation de FAD et de NAD sont conservés permettant ainsi au NADPH de 
rester le dernier donneur d’électron (Figure 12) vers le domaine oxygénase. 
 Le site de fixation du zinc, présent en position N-terminale dans le cas des NOS de 
mammifère (Figure 9), n’est pas retrouvé dans le cas de la NOS bactérienne à l’exception de 
Streptomyces turgidiscabies (Figure 12). Ce site, important pour la dimérisation de la NOS de 
mammifère, ne semble pas indispensable à la dimérisation de la NOS bactérienne. 
 
L’absence de réductase et la nature du cofacteur pour les NOS bactériennes sont 
encore des sujets très controversés et soulignent les différences structurelles qui existent 
entre les NOS de mammifères et les NOS bactériennes mais aussi entre les NOS 
bactériennes elles mêmes.  
3.2. Formation et structure des dimères 
Les NOS de mammifères sont des protéines dimériques ayant un poids moléculaire de 131 
kDa pour iNOS, 133 kDa pour eNOS et 161 kDa pour nNOS. La forme dimérique est stabilisée par 
plusieurs éléments. La structure cristallographique a pu mettre en évidence une boucle N-terminale 
avec une zone en forme de "lasso" et une zone en forme de crochet (Figure 13). La partie lasso 
interagit avec les cofacteurs de chaque monomère [70]. Le site de fixation du zinc serait situé dans la 
zone "crochet". Cet atome de zinc aurait un rôle structural permettant la stabilisation du dimère 
(gain de 8 liaisons hydrogène) et le maintien de l’intégrité de la poche de fixation de BH4 [71-74] 
(Figure 13). Toutefois, en son absence, les résidus cystéines sont engagés dans des ponts disulfures 
qui permettent également la dimérisation [75]. 
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Figure 13 : Représentation de la structure dimérique des domaines oxygénases de iNOS. 
Les deux monomères sont en rose et bleu, l’hème en rouge, le substrat arginine est en vert, 
le cofacteur BH4 et l’atome de zinc respectivement en jaune et marron à l’interface des 
dimères [73]. 
Différence entre les isoformes : 
La présence de l’hème est nécessaire à la dimérisation pour les trois isoformes mais la 
stabilité du dimère ainsi formé varie selon l’ordre : eNOS > nNOS > iNOS [76-81]. Le dimère de 
NOS peut se trouver sous deux configurations différentes. La forme « ouverte » qui est plus instable 
et sensible à la protéolyse alors que la forme « fermée » est beaucoup plus stable. La présence du 
cofacteur tient un rôle central dans cet équilibre. Quand il se fixe, il permet la formation de liaisons 
H et maintient le dimère dans la configuration « fermée » [73]. Cette transition configuration 
« ouverte »  configuration « fermée » est observée en présence de BH4 pour les 3 NOS de 
mammifères mais elle est la plus importante pour iNOS [79]. Il semblerait que pour nNOS et eNOS 
la dimérisation implique des interactions entre les domaines oxygénases ET réductases alors que 
pour iNOS seules les interactions entre les deux domaines oxygénases seraient impliquées dans la 
stabilisation du dimère [56, 81]. Cela serait la raison pour laquelle la configuration « fermée » d'iNOS 
est plus dépendante de la présence du cofacteur BH4. Au sein du dimère, le transfert d'électron du 
domaine réductase vers le domaine oxygénase se fait préférentiellement de manière croisée. Une 
représentation schématique de ce transfert est présentée en Figure 14 [82-84]. 
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Figure 14 : Représentation schématique du transfert des électrons au sein d'un dimère selon 
que la dimérisation a lieu entre domaines oxygénases seuls ou à la fois entre les domaines 
oxygénases et réductases. 
Les vitesses de transfert d’électrons du domaine réductase à l’hème sont différentes selon les 
isoformes avec nNOS (4 s-1) > iNOS (2,5 s-1) > eNOS (0,005 s-1) [85-89]. 
 
Cas des NOS bactériennes : 
La structure obtenue par cristallographie aux rayons X des NOS bactériennes sous forme 
dimérique (40 kDa) présente de très grandes similitudes avec la structure des domaines oxygénases 
de NOS de mammifères (Figure 15). C'est pour cette raison que la NOS bactérienne est 
couramment utilisée comme modèle [90, 91]. 
 
 
Figure 15 : Comparaison des domaines oxygénases sous forme dimérique de bsNOS et de 
iNOSoxy. La boucle N-terminale (en rose, à l’interface du dimère de iNOSoxy) n’est pas 
retrouvée dans le cas de la NOS bactérienne [90]. 
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Cependant, une différence notable par rapport à la NOS de mammifère est l’absence de la 
boucle N-terminale, l’absence du centre liant le zinc et de ce fait un site de fixation du cofacteur 
beaucoup plus ouvert. La capacité de la NOS bactérienne à former un dimère stable malgré 
l’absence de la boucle N-terminale et du cofacteur BH4 n'est pas complètement comprise. Elle 
pourrait être expliquée par la substitution de certains résidus à l’interface de ces dimères [92]. Par 
exemple la Glycine 464 de la NOS inductible (iNOS) est remplacée par une Proline dans le cas de la 
NOS bactérienne. La proline apporte une interaction hydrophobe supplémentaire à l'interface du 
dimère qui n'existe pas dans le cas de la NOS de mammifère [90]. 
3.3. Structure du site actif 
 La structure cristallographique du domaine oxygénase a pu être obtenue entre autres pour 
iNOSoxy de souris [93, 94], iNOS humaine [72, 73], eNOS bovine [71], eNOS humaine [71] et 
nNOS bovine [95, 96].  
 
Positionnement de l’hème : 
Le domaine iNOSoxy murin est constitué par les acides aminés 66 à 498 (82 à 508 pour la 
iNOS humaine). L'hème de iNOS de souris est pris en sandwich entre deux résidus aromatiques : le 
tryptophane Trp 188 et la phénylalanine Phe 363 (Trp 194 et Phe 369 pour iNOS humaine) situés de 
part et d'autre de la porphyrine. 
 
 
Figure 16 : Structure du site actif de la NOS inductible murine (iNOS). L’hème est en 
rouge, l’arginine en jaune et le BH4 en vert. 
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Le fer de l'hème a pour ligand proximal l'atome de soufre d’une cystéine en position 194 
(iNOS murine, Figure 16). Cette cystéine effectue une liaison H primordiale pour le mécanisme 
moléculaire de la protéine avec le résidu tryptophane Trp 188 (iNOS murine). 
 
Positionnement du substrat : 
La dimérisation permet de créer une cavité pour le site actif de 10 Å × 15 Å, au bout d’un 
canal d’accès de 30 Å environ [94] qui permet ainsi la diffusion de l'arginine, du NOHA et de la 
citrulline. Le groupement guanidinium de l'arginine est pointé vers l'hème. Dans le cas de iNOS de 
souris le groupement guanidinium de l'arginine forme une liaison H avec le tryptophane Trp 366 
[94] et avec une molécule d’eau très conservée parmi les différentes structures de NOS. L’extrémité 
amino-acide de l’arginine est également maintenue rigoureusement par les liaisons H que la partie 
acide carboxylique établit avec les chaînes latérales des résidus glutamine (Gln 257), tyrosine (Tyr 
367) et acide aspartique (Asp 376) (Figure 16). Le positionnement du NOHA semble impliquer le 
même type de réseau de liaisons H [97].  
 
Positionnement du cofacteur : 
Le BH4 est fixé grâce à des interactions d’empilement  situés de part et d’autre du noyau 
ptérine : le cycle aromatique indole d'un tryptophane (Trp 467 dans la numérotation de iNOS de 
souris) d’un coté et un résidu phénylalanine (Phe 470) de l’autre (Figure 16). Le groupement amide 
de BH4 effectue une liaison H directement avec un groupement propionate de l’hème, cette dernière 
interaction serait un élément clef pour le rôle redox du cofacteur dans le mécanisme moléculaire de 
la NOS [97].  
 
 Très peu de différences ont été observées concernant la structure du site catalytique 
entre les différents isoformes [72, 73]. L'ensemble du site actif forme un réseau de liaisons 
H dense impliquant substrat, hème, cofacteur, résidus de la poche, molécules d'eau [94, 97, 
98]. Cela permet de maintenir une certaine rigidité au système, de garantir la spécificité de 
substrat, de maitriser les processus de transfert de proton et d'électron. La moindre 
modification de ce réseau aura des conséquences importantes sur le mécanisme moléculaire 
de la protéine. 
 
Cas des NOS bactériennes : 
Les premières structures cristallographiques de NOS bactériennes furent celles de Deinococcus 
radiodurans [68] et de Bacillus subtilis [90] suivies ensuite par la NOS de Staphylococcus aureus (saNOS, 
[91]), stNOS [48] et enfin la NOS de Geobacillus stearothemophilus (gsNOS, [99]) et baNOS [100, 101]. 
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Toutes ces protéines ont une structure très similaire et superposable à celle des NOS de mammifère 
[71, 72, 93, 94]. Le site actif est très conservé.  
Comme pour la NOS de mammifère, le fer de l'hème a pour ligand proximal l'atome de 
soufre d’une cystéine (Cys 72 dans le cas de bsNOS [59]). La liaison H entre la cystéine et le résidu 
tryptophane est conservée (Trp 66 dans le cas de bsNOS [59]) ainsi que les interactions 
d’empilement  entre ce tryptophane et la porphyrine. La liaison proximale entre le fer et le soufre 
est légèrement plus forte chez la NOS bactérienne [102]. Mais les réels effets du renforcement de 
cette liaison n’ont jamais été approfondis.  
Les substrats arginine et NOHA s'orientent avec leurs groupements guanidinium et hydroxy-
guanidinium dirigés vers l’hème et stabilisés dans cette position grâce à différentes liaisons H avec 
les acides aminés de la cavité du substrat.  
Les sites actifs des NOS bactériennes diffèrent uniquement des NOS de mammifère sur un 
acide aminé adjacent à l’atome de fer : une Valine de la NOS de mammifère est remplacée par une 
Isoleucine dans le cas de la NOS bactérienne [90, 103]. gsNOS, qui a la spécificité d'être 
thermorésistante, présente une différence supplémentaire : la lysine (Lys 356) de bsNOS est 
remplacée par une arginine (Arg 365 dans le cas de gsNOS). Cela réorganise subtilement la position 
des acides aminés de la poche distale et le résidu Isoleucine se retrouve plus proche encore de 
l’hème. La poche est plus restreinte et cela stabilise les intermédiaires réactionnels et ralenti les 
réactions de dissociation fer-ligands quelque soit la température [99].  
L’absence de la boucle N-Terminale permet la fixation d'un cofacteur de plus grande taille 
moléculaire [68, 90]. La plupart des eucaryotes qui ont un gène de NOS, détiennent également les 
gènes nécessaires à la biosynthèse de BH4. Chez les procaryotes, seuls les bacilles ont les gènes de la 
sepiaptérine réductase, enzyme de la dernière étape de la synthèse de BH4. Par contre tous ces 
organismes sont capables de produire le tétrahydrofolate (THF). Le THF est constitué d’un noyau 
ptérine et d’une chaine latérale beaucoup plus large que celle de BH4 ce qui expliquerait que les NOS 
bactériennes, dont le site de fixation est beaucoup plus ouvert, seraient capables d’utiliser ce 
cofacteur [68] (Figure 17). 
 
 
Figure 17 : Formules chimiques des cofacteurs BH4 et THF. 
drNOS produit NO de manière plus efficace en présence de THF que de BH4 [104]. 
L’ensemble de ces éléments ont amenés la suggestion que THF est peut être le cofacteur naturel de  
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drNOS [68, 104] mais pas nécessairement pour bsNOS qui est munie de la sepiaptérine réductase et 
fixe mieux BH4 que THF.  
 
Le site catalytique de la NOS bactérienne est très semblable à celui de la NOS de 
mammifère ce qui justifie que la NOS bactérienne soit un modèle courant pour étudier la 
NOS de mammifère. En revanche le site de fixation du cofacteur est différent. La NOS 
bactérienne est capable de fixer les cofacteurs BH4 et THF. Mais, contrairement aux NOS 
de mammifères, ceux-ci ne sont pas indispensables à la stabilité du dimère. Bien que la 
synthèse de NO soit rendue possible en leurs présences, le rôle redox de ces cofacteurs dans 
le mécanisme moléculaire de la NOS bactérienne n'a jamais été démontré. 
4. Mécanisme moléculaire des NO-Synthases 
 Les NOS produisent NO en deux étapes. L'oxydation de l'arginine est tout d'abord réalisée 
selon une réaction de mono-oxygénation similaire aux cytochromes P450. Le produit de cette 
réaction est le NOHA. Dans un second temps le NOHA va être oxydé en citrulline et NO via un 
mécanisme d'oxydation encore sujet à débat et probablement bien spécifique aux NOS [60, 105-
110]. 
4.1. Etape 1 : hydroxylation de l'arginine 
4.1.1. Initiation de la réaction 
 À l’état natif, l’hème est au degré d’oxydation FeIII et présente un équilibre entre la forme 
hexacoordonnée (6C) qui comporte une molécule d’eau comme sixième ligand et qui est de spin 1/2 
(bas spin, BS) et la forme pentacoordonnée (5C) qui est de spin 5/2 (haut spin, HS). L’équilibre 
entre les formes HS et BS est déplacé en faveur de la forme HS en présence du cofacteur BH4 et du 
substrat arginine [111, 112]. Dans le cas de iNOS, la transition de la forme BS vers la forme HS 
entraîne une augmentation du potentiel électrochimique de l’hème d’environ 100 mV (-261 mV), qui 
devient alors suffisamment oxydant pour recevoir un électron du domaine réductase et passer à l’état 
d’oxydation FeII [113]. Cela va permettre la fixation du dioxygène et la formation du complexe 
FeIIO2 (espèce (1), Figure 18). 
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Figure 18 : Initiation de la première étape : fixation du substrat, réduction de l’hème et 
représentation des deux formes mésomériques en équilibre après la fixation de O2 sur le 
fer. 
Cette espèce est souvent décrite comme étant en équilibre entre 2 configurations iso-
électroniques : FeIIO2 (1) et Fe
IIIO2
• (FeIII-superoxo (1')) [114, 115]. L’espèce (1) est observée en 
présence de cofacteur et en absence de substrat et l’espèce (1') est observée pour toutes les autres 
conditions testées [116-118]. 
 
Cas des NOS bactériennes : 
La grande similitude des sites actifs de la NOS bactérienne et de la NOS de mammifère 
amène à faire le parallèle entre les deux mécanismes catalytiques et les NOS bactériennes sont des 
modèles de routine pour étudier les NOS de mammifère [119]. La NOS bactérienne offre certains 
avantages : la production chez E. coli permet d’en obtenir en grande quantité, elle forme un dimère 
plus stable et elle est de ce fait moins sensible à la protéolyse même en absence de cofacteur. La 
NOS bactérienne est capable d’oxyder l’arginine en NOHA et dépend de la présence d’un cofacteur 
BH4 ou THF et d’une réductase extérieure [67, 120, 121]. Certaines étapes du cycle catalytique 
seraient plus lentes et faciliteraient l’étude de ce mécanisme.  
Les études spectroscopiques UV-Visible de la NOS bactérienne révèlent des différences dans 
certaines propriétés électroniques de l’hème comparées à celles de la protéine de mammifère. Par 
exemple, à l’état natif, bsNOS, contrairement à la NOS de mammifère, est quasi-exclusivement sous 
la forme FeIII HS-5C. Cela est expliqué par sa forme dimérique très stable et peu dépendante de la 
présence du substrat et du cofacteur. Le potentiel redox de bsNOS en présence de substrat et du 
cofacteur THF est plus faible de 100 mV par apport à iNOS ce qui rend le fer plus difficile à réduire. 
4.1.2. Activation de l’oxygène 
L'activation de l'oxygène est au cœur de la réactivité et du rôle biologique des NOS. 
Les transferts d'électrons et de protons doivent être très méticuleusement contrôlés afin d'éviter les 
réactions d'autoxydation et de découplage. L'ensemble des propriétés du site catalytique vont 
permettre de maîtriser cette étape.  
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Selon le modèle communément accepté par analogie aux cytochromes P450, l’activation de 
l’oxygène dans la première étape, nécessite le transfert d’un électron et de deux protons (Figure 19). 
 
 
 
Figure 19 : Etape d’activation de l’oxygène : le transfert d’électron est essentiel afin d’éviter 
la libération de O2•-. Les transferts de protons permettent la formation des espèces 
responsable de l’oxydation de l’arginine en NOHA. Les propriétés électroniques du ligand 
proximal cystéine contrôle la réactivité du fer et la voie moléculaire empruntée. 
Le transfert d'électron est effectué par le cofacteur BH4 et est essentiel pour éviter la 
libération de l’espèce O2
•- par l'espèce (1'). Les transferts de protons sont dépendants du réseau 
très dense de liaisons H de l'environnement distal de l'hème. Les donneurs de protons ne sont pas 
connus à ce jour et restent au cœur du débat. 
Outre les transferts de protons et d’électrons, l'activation de l'oxygène va être finement 
maîtrisée par la réactivité intrinsèque du fer et de l'hème. Cette réactivité est essentiellement 
contrôlée par l'effet push-pull. L'effet pull correspond aux propriétés d'attraction électronique de 
l'environnement distal du fer de l'hème et dépend des charges et de la polarité de cet environnement. 
Quant à l'effet push, il dépend des propriétés d'attractions et/ou de donation électroniques 
de la cystéine proximale et est déterminant pour la réactivité du fer et le chemin catalytique 
emprunté. 
4.1.3. Nature des intermédiaires réactionnels 
L’espèce FeIIO2 (1) : 
Dans le cas des cytochromes P450, le complexe FeIIO2 est relativement stable et donc 
facilement observable. L'électron nécessaire à réduire le complexe FeIIO2 provient du domaine 
réductase. Dans le cas des NOS, cet intermédiaire est le dernier observé dans la première étape du 
cycle catalytique. Il est beaucoup moins stable que dans le cas des cytochromes P450 et peut se 
dissocier et libérer du superoxyde (O2
•-, Figure 19). Le complexe FeIIO2 a été observé en stopped-flow 
et suite à une approche cryogénique [117, 122-124]. Il a une vitesse d'autoxydation extrêmement 
rapide mais qui varie d'un isoforme à un autre et qui est très sensible à la présence ou l’absence de 
substrat et/ou de cofacteur. [125-127]. 
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L’espèce FeIIIOO- (2) :  
Afin d’éviter le processus d'autoxydation de l'espèce FeIIO2 et la formation de superoxyde, 
l’étape de transfert d’électron doit être beaucoup plus rapide que celui réalisé par le domaine 
réductase comme dans le cas du cytochrome P450. C’est le cofacteur BH4, dans le cas de la NOS qui 
fournit l’électron nécessaire à la réduction de l’espèce (1') pour former l’intermédiaire FeIII-peroxo 
(FeIIIOO- ou espèce (2), Figure 20) [123, 124, 128-132]. Le cofacteur est alors oxydé sous forme 
radicalaire. 
L’espèce (2) a été observée en condition cryogénique : la cryo-réduction du complexe FeIIO2 
(1') de la NOS endothéliale (eNOS) en présence de 4-amino-BH4 (un analogue inactif de BH4) 
permet la formation de l’intermédiaire FeIIIOO- (2). 
 
 
Figure 20 : Schéma récapitulatif des étapes du mécanisme de la première étape : oxydation 
de l’arginine en NOHA basée sur le mécanisme des cytochromes P450. 
Les espèces FeIIIOOH (3) et cpI (4) :  
A ce stade un transfert de proton permettrait la formation du complexe FeIII-hydroperoxo 
(FeIIIOOH ou espèce (3), Figure 20). Ce dernier reçoit un deuxième proton, ce qui conduit à la 
formation d’un complexe FeIII-OOH2
+ qui, par rupture hétérolytique de la liaison O−O, perd une 
molécule d’eau et permet la formation du compound I (cpI, hème π+•-FeIV=O ou espèce (4)) [105]. 
Cette étape doit être extrêmement contrôlée afin d’éviter la libération de peroxyde d’hydrogène 
H2O2.  
 
Hydroxylation de l’arginine : 
On suppose ensuite que c’est l’espèce (4) qui réalise l’hydroxylation du groupe guanidinium 
de l’arginine par un mécanisme radicalaire de type radical rebound pour former le N

-hydroxy-arginine 
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[54] en passant par la formation de l'espèce (6) (Figure 21) où le NOHA serait coordonné au fer par 
l’atome d’oxygène de la fonction hydroxyle. Le fer est régénéré sous sa forme FeIII (Figure 21). 
 
 
Figure 21 : Mécanisme proposé pour l'oxydation de l'arginine en NOHA par le cpI [54]. 
Les travaux de cryo-réduction ont montré qu’en remontant la température, on observe un 
complexe qui pourrait être le FeIII-NOHA (espèce 6) [133]. Lorsque la température remonte encore, 
le NOHA se repositionnerait ensuite dans le site actif, avec le groupe hydroxyle pointé vers un 
résidu du site actif à l’opposé du fer [96, 134]. 
 
Cas des NOS bactériennes : 
Les NOS bactériennes forment un complexe FeIIO2 très stable comparé aux NOS 
d’eucaryotes [99]. La vitesse de disparition de cette espèce est de 3,9 s-1 pour drNOS [120], 5,4 s-1 
pour bsNOS [120] alors que cette vitesse s’élève jusqu’à 20 s-1 pour nNOS [135] à 10°C. Dans le cas 
de la NOS de mammifère la vitesse de disparition du complexe FeIIO2, associée au transfert d’un 
électron provenant du cofacteur, est 60 à 120 fois plus rapide qu’en absence du cofacteur, selon 
l’isoforme [120, 136, 137]. Dans le cas de la NOS bactérienne, les cofacteurs BH4 ou THF accélèrent 
la vitesse de disparition du complexe FeIIO2 seulement de 5 à 15 fois [68, 104, 120] et cet effet n’a 
jamais été directement corrélé a un effet redox du cofacteur.  
L’étude comparative du complexe FeIICO, mime de l’espèce FeIIO2, en spectroscopie Raman 
de résonance [102] montre une similarité entre la NOS de Bacillus subtilis (bsNOS) et la NOS 
neuronale (nNOS) : le substrat arginine a de plus faibles interactions électrostatiques avec le ligand 
CO que dans le cas de iNOS et eNOS. Cette observation est confirmée par l’étude de la structure 
3D du site actif des NOS avec un ligand NO et en présence de l’arginine [95, 134]. 
Du fait de la faible vitesse de disparition du complexe FeIIO2 observé avec gsNOS (0,4 s
-1 à 
4°C, [99]) en absence de cofacteur, la cryo-réduction de cette espèce couplée à des sauts en 
température a permis d’observer des intermédiaires réactionnels [138]. La cryo-réduction du 
complexe FeIIO2 n’aboutit pas à la formation de l’espèce Fe
IIIOO- (2) (observé avec eNOS [133]) 
mais aboutit directement à la formation de l’intermédiaire FeIIIOOH (3) à 77 K. A cette température 
la mobilité de l’eau et des protons est extrêmement restreinte. Cela sous-entend la présence d’un 
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donneur de proton local qui pourrait être le solvant ou la protéine. Cette même technique n’a jamais 
permis de mettre en évidence cette espèce (3) pour la NOS de mammifère en présence du cofacteur 
inactif 4-amino-BH4 [133]. Cela met en lumière une différence notable dans le mécanisme de 
transfert de proton de la première étape entre la NOS de mammifère et la NOS bactérienne. Les 
travaux de cryo-réduction ont également montré qu’en remontant la température, on observe un 
complexe qui pourrait être le FeIII-NOHA (6) [138] et soutient l’hypothèse du mécanisme de type 
P450 passant par l’espèce cpI (4) comme pour les NOS de mammifères. 
La NOS bactérienne est un modèle de routine pour l’étude du mécanisme 
catalytique des NOS. Les études réalisées sur la première étape suggère un mécanisme de 
type P450 comme la NOS de mammifère. Cependant des différences sont mises en avant : le 
potentiel redox de l’hème est plus faible, le transfert de proton ne semble pas strictement 
identique, le rôle redox du cofacteur n’a jamais été démontré dans cette étape. L’ensemble 
de ces différences questionnent la pertinence d’utiliser cette protéine comme modèle pour le 
mécanisme moléculaire de la NOS de mammifère et montre la nécessité de faire des études 
comparatives. 
 
Formation du cpI ? 
Ce mécanisme (Figure 20), proposé par de nombreuses équipes [54, 139-142] et basé sur le 
mécanisme des cytochromes P450, n'est qu'un modèle hypothétique souvent remis en cause [143]. 
Le cpI (4) n'a jamais été observé dans le cas de la NOS, il est proposé comme étant 
l'intermédiaire oxydant de la première étape uniquement par analogie avec un mécanisme de type 
P450. Dans le cas des NOS de mammifère les intermédiaires FeIIIOOH (3) et cpI (4) n’ont jamais 
été piégés. Bien que certains calculs QM/MM soient en faveur d'un cpI (4) comme intermédiaire 
oxydant dans l'étape 1 du cycle catalytique [144, 145], plusieurs études mettent en lumière des 
différences notoires entre les mécanismes des NOS et des cytochromes P450. Par exemple, dans le 
cas des cytochromes P450, le peroxyde d’hydrogène (H2O2), en fournissant l’ensemble des protons 
et des électrons nécessaires à la catalyse, permet de réaliser des réactions de mono-oxydation qui 
impliquent la formation du cpI (4). Contrairement aux cytochromes P450 ce test du peroxyde, chez 
la NOS, ne permet pas l'hydroxylation de l’arginine en NOHA [146-148]. D’autre part 
l’iodosobenzène s’est montré capable de remplacer NADPH, O2 et le proton nécessaires aux 
réactions de mono-oxydation des cytochromes P450. Alors que la réaction d’oxydation de l’arginine 
en NOHA n’est pas observée avec l’iodosobenzène dans le cas de la NOS [148].  
 
Le mécanisme de type P450 est un modèle couramment utilisé pour expliquer 
l’oxydation de l’arginine en NOHA. Cependant, l’extrême rapidité des mécanismes 
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moléculaires chez la NOS n’a jamais permis d’observer/piéger les intermédiaires FeIIIOOH 
(3) et cpI (4) et laisse ouvert le débat quant à la nature exacte des espèces oxydantes. 
4.1.4. Rôle du cofacteur dans le processus de transfert d'électrons 
 Le rôle redox du BH4 est discuté depuis qu'est observée une accélération de la vitesse de 
disparition du complexe FeIIO2 (1') en présence du cofacteur [123]. Il a été ensuite montré que la 
production de NOHA à partir du complexe FeIIO2 (1') était observée uniquement en présence de 
BH4. Cela suggérait le rôle de donneur d'électron du cofacteur pour permettre l'activation de 
l'oxygène. [124, 128]. Des expériences de freeze-quench couplées à des analyses spectroscopiques en 
résonance paramagnétique électronique (RPE) ont permis de piéger et caractériser le cofacteur à 
l'état radicalaire [130, 131, 135, 149]. La formation du radical est cinétiquement couplée à la vitesse 
de disparition du complexe FeIIO2 et à la vitesse de formation du NOHA [131]. Le radical a ensuite 
été caractérisé par spectroscopie RPE à champ intense et s'est avéré être sous la forme protonée 
BH4
+• [150] avec une densité de spin essentiellement localisée sur N5 [149]. La vitesse d’activation de 
l’oxygène par le cofacteur se révèle différente entre les isoformes : 7 s-1 pour eNOS, 13 s-1 pour 
iNOS et 24 s-1 pour nNOS à 10°C [135]. Ces différences restent inexpliquées car les sites actifs des 
trois isoformes sont hautement similaires d’un point de vue structural. 
 
Importance du réseau de liaisons H pour l’activité redox du cofacteur : 
Le BH4 en solution a une chimie à deux électrons, il est rapidement oxydé en BH2 qui lui, est 
inactif chez la NOS. L’environnement électrostatique du BH4 et le réseau de liaisons H autour du 
cofacteur (Figure 22) joue un rôle central sur le contrôle de l'état de protonation du cofacteur et la 
maîtrise de son activité.  
Par exemple, le BH2 modifie significativement l’environnement du carbone C
6 et lui confère 
une géométrie trigonale (alors que le carbone C6 de BH4 est tétragonal). La suppression des protons 
en position 5 et 6 rompt toute interaction possible avec l’environnement de l’azote N5 et du carbone 
C6. De ce fait le BH2 est inapte à transférer un électron et à réaliser l’oxydation de l’arginine [113]. 
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Figure 22 : Formule chimique du BH4 et de ses analogues : le BH2, le 4-amino-BH4, le 5-
Me-BH4. 
Le 4-amino-BH4 est également un analogue inactif de BH4 dans la première étape du cycle 
catalytique alors que la structure du domaine oxygénase de la NOS inductible (iNOS) en présence de 
cet analogue ne présente pas de différences significatives par rapport au BH4 [97]. Cependant, le 
groupement amino en position 4 occupe une place stratégique. Il modifie probablement le réseau de 
liaisons H impliquées avec le propionate de l’hème [151] et inhibe complètement le transfert 
d’électron du cofacteur vers l'espèce FeIIO2 de la première étape. 
Quand le proton de l’azote N5 est remplacé par un groupement méthyle (le 5-Me-BH4 Figure 
22), le transfert d’électron et l’oxydation de l’arginine sont cinq fois plus rapides qu’avec le BH4 non 
substitué en azote N5 [130]. La structure cristallographique, en présence de cet analogue [130] 
montre que le groupement méthyle n’a que très peu d’impact sur l’orientation du noyau ptérine mais 
que le réseau de liaisons H est probablement modifié.  
La stabilité du radical dépend également des interactions d'empilement  provenant du 
tryptophane voisin comme le montre les études réalisées avec un mutant de la NOS inductible 
(iNOS) de souris. Les mutations phénylalanine (F) ou alanine (A) sur le tryptophane (W) Trp 457 
(W457F ou W457A) ralentissent la formation du radical et l’oxydation de l’arginine [152]. La 
structure de ces mutants est très proche de la protéine sauvage [153] mais les interactions 
d'empilement  sont modifiées et les mutants W457F ou W457A sont moins aptes à stabiliser le 
radical ptérine. 
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A la fin de la première étape du cycle catalytique, la régénération du radical BH4
+• c'est-à-dire 
son retour à l'état neutre BH4 nécessite une étape de réduction. L’électron nécessaire à cette 
réduction provient du domaine réductase [154]. 
 
Le rôle redox du cofacteur est formellement établi dans la première étape du cycle 
catalytique depuis une dizaine d’années. Cependant, on remarque que des analogues ayant 
des caractéristiques physicochimiques extrêmement proche du BH4 modifient de manière 
significative le transfert d’électron, et parfois de manière encore inexpliquée. L’ensemble 
des éléments contrôlant la formation du radical sont donc encore à discerner. De plus, au vu 
du réseau de liaisons H qui l'entoure, le cofacteur est un donneur potentiel de proton. Cela 
souligne l’intérêt d’étudier sa capacité à réaliser un transfert couplé électron/proton 
(PCET).  
4.1.5. Processus de transfert de protons 
Le cofacteur BH4 : 
 Le BH4 est un donneur potentiel de proton car il a de nombreux protons échangeables. La 
structure cristallographique de iNOSoxy suggère que ce proton pourrait être transféré via l’azote N3 
et son interaction avec les propionates [97]. L'incapacité du 4-amino-BH4 [155] à oxyder l’arginine 
pourrait être attribuée à la rupture d’une liaison H de l’azote N3 avec les propionates. L'activité du 
BH4 dans la première étape serait alors liée à sa capacité à réaliser un transfert couplé électron et 
proton. Cette analyse semble confirmée par des calculs DFT [156].  
Le radical BH4 a été caractérisé comme étant le cofacteur protoné BH4
+•, ce qui impliquerait 
un simple transfert d'électron sans proton [150]. Cependant, l'état initial de la ptérine n'étant pas 
formellement déterminé, le transfert de proton provenant du cofacteur ne peut pas être totalement 
exclu. L'espèce de départ pourrait être l’espèce BH5
+ (Figure 23). Enfin, la formation de BH3
• à partir 
de BH4 pourrait être suivie d’une reprotonation rapide ne permettant pas, ainsi, de piéger l’état BH3
•. 
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Figure 23 : Différents états possibles d’oxydation et de protonation du cofacteur BH4 [54]. 
A ce jour, il n'est pas possible de conclure formellement quant au rôle de BH4 dans le 
transfert de proton.  
 
Le substrat arginine : 
Un deuxième candidat pour le transfert de proton est le groupement guanidinium de 
l'arginine qui se situe à moins de 5 Å du fer [94]. Les calculs DFT indiquent que l’espèce cpI (4) 
serait capable d'oxyder l'arginine uniquement si elle est sous forme protonée [157]. L'arginine devrait 
alors absolument transférer un proton aux complexes (2) ou (3) (Figure 20). Cette hypothèse est 
également soutenue par les résultats du test au peroxyde d'hydrogène qui montre l’inaptitude de ce 
dernier à réaliser l’oxydation de l’arginine [143]. Comme le peroxyde d'hydrogène fournit l'ensemble 
des protons nécessaires à la catalyse, l’arginine resterait protonée et ne serait pas, à cause de cela, 
oxydée en NOHA par le cpI (4) [144, 157]. 
 
La molécule d’eau : 
Les études cristallographiques [95, 134, 158] et en spectroscopie Raman de résonance (RR) 
[159-161] montrent la présence d'une molécule d'eau à proximité du guanidinium et du fer. Cette 
molécule aurait une importance majeure dans les propriétés électroniques et structurales du 
complexe FeIIO2 et pourrait être un des deux donneurs de proton nécessaire à la première étape du 
fait de sa proximité immédiate des espèces (2) et (3) [95]. La suppression de cette molécule d'eau 
empêche l'hydroxylation de l'arginine [162]. De plus, les études avec des analogues de substrats aryl- 
ou alkyl- guanidines ont permis de montrer une corrélation directe entre le pKa du guanidinium, la 
présence/absence de la molécule d'eau et le taux de guanidinium hydroxylé [163]. Des études de 
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cryo-réduction confirment les résultats précédents. L’espèce FeIIIOO- (2) formée en condition 
cryogénique serait impliquée dans une liaison H et le second proton ne proviendrait pas directement 
du guanidinium mais d'une coopération entre ce guanidinium et la molécule d'eau [133]. C'est pour 
cela qu'un modèle a été proposé avec un mécanisme impliquant deux protons qui proviennent soit 
de la molécule d'eau soit de l'arginine [161]. 
 
Autres possibilités : 
Outre le cofacteur, le substrat ou la molécule d'eau, une quatrième possibilité à été proposée. 
Les calculs QM/MM évaluant les différentes voies possibles de transfert d'électron montrent que le 
transfert d'un électron du BH4 est très défavorisé si un proton provient de l'arginine, de la molécule 
d’eau ou du BH4 lui-même et propose que les deux protons proviennent de voies extérieures à la 
poche de l'hème [145].  
 
 La source des protons nécessaires à la formation des espèces oxydantes de la 
première étape n’est pas complètement identifiée. Le réseau de liaisons H complexe et la 
multiplicité des candidats rendent ce point extrêmement ardu. Le groupement guanidinium 
de l’arginine reste une des hypothèses les plus fiables à ce jour pour le transfert d’un des 
deux protons nécessaire à la catalyse de la première étape. 
4.1.6. Rôle de l’environnement proximal dans la première étape 
Le découplage et les réactions d’autoxydation sont évités par la maîtrise des transferts 
d’électrons et de protons mais également par la maîtrise des donations/attractions électroniques du 
ligand proximal vers le fer. Comme les cytochromes P450, le fer de l'hème a pour ligand proximal 
l'atome de soufre d’une cystéine [72, 94]. Cette similarité avec les cytochromes P450 corrobore 
l'hypothèse selon laquelle les deux protéines pourraient avoir le même type de chimie oxydante et le 
même mécanisme d'activation de l'oxygène. Cependant, une des différences majeures entre les deux 
familles de protéine est la présence de la liaison H entre le thiolate de la cystéine et l'atome d'azote 
du groupement indole d'un acide aminé tryptophane (Trp 409 pour nNOS, Trp 188 pour iNOS, Trp 
180 pour eNOS) [164]. La modification de cette liaison H par des mutations sur le tryptophane Trp 
409 de nNOS [141, 165] et le tryptophane Trp 188 de iNOS [166] a montré qu'elle régule les 
propriétés de donation ou attraction électronique (effet push) du ligand cystéine vers l'hème. Ces 
études soulignent l'importance de cette liaison H pour la régulation de la réactivité du fer, pour la 
vitesse d'autoxydation des espèces intermédiaires, pour la maitrise de la chimie oxydante et pour le 
chemin catalytique emprunté (découplage versus oxydation de l’arginine). Le tryptophane muté par 
une histidine dans le cas de iNOSoxy permet de renforcer cette liaison H, de diminuer l'effet push du 
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ligand proximal et de stabiliser les complexes fer-oxygène du cycle moléculaire de la première étape 
[166]. Le potentiel redox de l'hème est augmenté de +88 mV par rapport à la protéine sauvage et la 
vitesse de disparition du complexe FeIIO2, pendant l'étape d'oxydation de l'arginine, est six fois plus 
lente que dans le cas de la protéine native.  
 
La liaison H entre le tryptophane et la cystéine proximale différencie les NOS des 
cytochromes P450 et leur confère une chimie oxydante unique basée sur une régulation de 
l’effet push-pull. 
 
Cas de la NOS bactérienne : 
Tout comme la NOS de mammifère, la liaison fer-soufre est essentielle à la réactivité du fer 
et influence fortement la voie catalytique empruntée. La liaison H entre le résidu tryptophane et le 
thiolate proximal est très conservé entre les NOS : il s’agit du tryptophane Trp 56 pour saNOS et du 
tryptophane Trp 66 pour bsNOS. La mutation de ce tryptophane par un résidu tyrosine ou 
phénylalanine dans le cas de saNOS augmente l'effet push du ligand proximal et la vitesse de 
disparition de l’espèce FeIIO2 est quatre fois plus rapide. Pour la mutation histidine l'effet push du 
ligand proximal est diminué et l'activation de l'oxygène est six fois plus lente [167].  
Bien que la liaison fer-soufre proximale de la NOS bactérienne soit plus forte que celle 
observée dans le cas de la NOS de mammifère [102], la liaison H entre le thiolate et le tryptophane 
semble réguler l'effet push de la même manière que dans le cas de la NOS de mammifère. 
4.2. Etape 2 : oxydation de la N-hydroxy-arginine 
4.2.1. Initiation de la réaction et activation de l’oxygène 
A la fin de la première étape le fer est dans un état FeIII, l'arginine est oxydée en NOHA, et 
celui-ci occupe la cavité du substrat. Le début de la seconde étape est similaire à la première étape. 
Le fer est réduit à l’état FeII par un électron provenant du domaine réductase et il y a fixation du 
dioxygène. Comme pour l’oxydation de l’arginine, l’étape d’oxydation du NOHA dépend 
essentiellement du mécanisme d’activation de l’oxygène. Le contrôle de cette étape impliquait un 
électron et deux protons pour l’oxydation de l’arginine. Il est manifeste que le chemin réactionnel 
emprunté au cours de la deuxième étape du cycle catalytique des NOS est différent de celui 
emprunté lors de la première. Les étapes de transfert de proton vers le complexe hème-dioxygène 
sont donc vraisemblablement différentes (Figure 24) ce qui conduit à des espèces oxydantes 
différentes pour chacune des étapes du cycle catalytique. 
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Figure 24 : Activation de l’oxygène pendant l’oxydation du NOHA. Le transfert d’électron 
permet d’éviter la libération de O2•-. Le nombre de protons qui permet la formation des 
espèces responsables de l’oxydation du NOHA en citrulline et NO n’est pas connu. Les 
propriétés électroniques de la liaison proximale régulent la réactivité du fer. 
4.2.2. Nature des intermédiaires réactionnels 
L’espèce FeIIO2 (1) : 
Des études de cinétiques en flux arrêté (le stopped-flow) montrent que, pendant l’oxydation du 
NOHA, le FeIIO2 est facilement observable en début de cycle catalytique [168, 169]. 
Un mécanisme assez généralement accepté fait intervenir le cofacteur BH4 dans l’oxydation 
de NOHA de la même manière que dans la première étape du cycle catalytique, c’est-à-dire en tant 
que source d’électron auxiliaire capable de réduire le complexe FeIIO2 plus vite qu’il ne s’autoxyde 
[128, 132, 141, 151, 168, 170, 171].  
 
Les espèces FeIIIOO- (2) et/ou FeIIIOOH (3) : 
L’activation de l’oxygène par le cofacteur permettrait alors la formation du complexe 
FeIIIOO- (2) ou FeIIIOOH (3) (Figure 25). Les études de cryo-réduction du FeIIO2 (1’) d'eNOS sur 
cette deuxième étape permettent de piéger la même espèce que dans la première étape : le FeIIIOO- 
(2) [133]. Par la suite, les espèces (2) ou (3) seraient suffisamment réactives pour réaliser l’oxydation 
du NOHA en citrulline, sans qu’il ne soit nécessaire de passer par un composé de type cpI (4). 
L’hypothèse la plus souvent citée pour la transformation de NOHA considère que le complexe (2) 
ou (3) réaliserait une attaque nucléophile directement sur l’hydroxy-guanidinium du NOHA [92, 172, 
173]. 
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Figure 25 : Schéma récapitulatif, hypothétique, des étapes du mécanisme de la deuxième 
étape : oxydation du NOHA en citrulline et NO. 
 
Complexe tétraédrique (7) et formation des espèces FeIINO (8) et FeIIINO (9) : 
L’attaque nucléophile conduirait à la formation d’un complexe tétraédrique (espèce (7)) 
[173]. Le réarrangement de cette espèce aboutirait à la libération de la citrulline et la formation d’un 
intermédiaire FeIINO (espèce (8)). L’oxydation de l’espèce FeIINO (8) permettrait alors la formation 
du complexe FeIIINO (espèce (9)), seule espèce caractérisée de manière formelle en fin de cycle 
moléculaire [168, 169]. Suivant l’isoforme considéré et les paramètres cinétiques qui lui sont 
intrinsèquement associés, le complexe FeIIINO peut soit se dissocier et libérer NO• soit être de 
nouveau réduit en espèce FeIINO par le domaine réductase et entrer dans un nouveau cycle 
réactionnel futile avec une molécule de dioxygène pouvant conduire à la formation de NO
-
 ou de 
RNOS [88, 89, 174]. 
 
Absence de cpI (4) ? 
La réaction d’oxydation du NOHA, catalysée par le peroxyde d'hydrogène (qui fournit 
l’ensemble des protons et des électrons nécessaires à la réaction), permet d’emprunter deux chemins 
catalytiques. La première réaction est catalysée par un fer-hydroperoxyde (FeIIIH2O2) et permet 
directement l’oxydation du NOHA en citrulline et NO-. Le second chemin catalytique permet la 
transformation du fer-hydroperoxyde en cpI (4). Le cpI oxyde alors le NOHA en cyano-ornithine et 
NO- [175, 176]. Ce résultat tend à soutenir l’hypothèse selon laquelle l’oxydation du NOHA par la 
NOS ne passerait pas par la formation du cpI (4), car le produit final serait alors la cyano-ornithine. 
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Autres propositions : 
Des calculs DFT sont en désaccord avec le modèle proposé précédemment et propose un 
mécanisme d’activation de l’oxygène sans transfert d’électron provenant de BH4, avec le transfert de 
deux protons et la formation d’un cpI [177, 178]. Cependant aucune donnée expérimentale ne 
soutient cette hypothèse. 
 
Le mécanisme moléculaire proposé pour la seconde étape est différent de la première 
étape et plus complexe que celui-ci. Les données expérimentales n’apportent, pour le 
moment, que peu d’éléments de réponse à ce modèle. 
 
Cas de la NOS bactérienne : 
La NOS bactérienne est capable de synthétiser NO quand on lui fournit le substrat 
(NOHA), le cofacteur (BH4), l’oxygène et les électrons nécessaires à cette synthèse [68, 120, 121]. 
Cependant, la bactérie n’a pas de cofacteur BH4 dans son environnement naturel et il n’a 
jamais été prouvé que celui-ci soit capable d’exercer le même rôle redox que dans le cas de 
la NOS de mammifère.  
Les études cristallographiques du complexe FeIINO de la NOS bactérienne en présence 
d'arginine et de NOHA montrent que la deuxième étape va préférentiellement stabiliser 
l’intermédiaire FeIIIOOH (3). Alors que l'arginine interagit plus fortement avec l'oxygène terminal, le 
NOHA montre une interaction plus importante avec l'azote proximal [134]. Les substrats semblent 
interagir de la même manière avec le complexe FeIIO2. Des études en spectroscopie Raman de 
résonance sur le complexe FeIIO2 de saNOS viennent souligner la différence de liaison H exercée sur 
l’oxygène proximal ou distal avec ces deux substrats [159-161]. Cela expliquerait que l’étape 1 
faciliterait un transfert de proton vers l’espèce FeIIIOOH (3) et la formation du cpI (4) alors que 
l’étape 2 stabiliserait l’état FeIIIOOH (3) et favoriserait l’attaque nucléophile de cette espèce sur le 
groupement hydroxy-guanidinium. 
Les études de cryo-réduction de l’espèce FeIIO2 de gsNOS [138], en absence de cofacteur, 
mettent en évidence pour la deuxième étape l’intermédiaire FeIIIOO- (2) à 77 K. Ce dernier se 
convertit en complexe FeIIIOOH (3) à 160 K. Les études de cryo-réduction sur la deuxième étape de 
eNOS ne permettent jamais l’observation de l’espèce FeIIIOOH (3) à 77 K ni au cours des étapes de 
saut en température [133]. Seul le complexe FeIIIOO- (2) est observé. Cela signifie probablement que 
le réseau de liaisons H permettant le transfert du proton nécessaire à la formation de l’intermédiaire 
FeIIIOOH est différent entre gsNOS et la NOS de mammifère eNOS. Les sauts en température 
réalisés sur les échantillons contenant l’espèce FeIIIOOH permettent de piéger le complexe 
tétraédrique (7) et l’espèce FeIINO (8) avec gsNOS [138]. Les études de stopped-flow permettent, quant 
à elles, d’identifier l’intermédiaire FeIIINO. La vitesse de dissociation de NO à partir du complexe 
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FeIIINO est de 4 à 25 fois plus lente pour la NOS bactérienne [103, 120] que pour la NOS de 
mammifère [50, 99, 146]. La durée de vie de l’espèce FeIIINO étant plus longue dans le cas de la 
NOS bactérienne, elle favoriserait sa réduction en FeIINO, la libération de NO- et la voie du cycle 
futile [88, 89]. 
 
L’ensemble des données expérimentales pose la question du rôle biologique réel de 
la NOS bactérienne in vivo (production de NO- versus NO) et sur sa capacité réelle à 
reproduire à l’identique le mécanisme moléculaire de la NOS de mammifère in vitro. 
4.2.3. Rôle du cofacteur dans le processus de transfert d'électrons 
Electrons nécessaires pour oxyder le NOHA : 
L'étape 2 nécessite le transfert d’un premier électron provenant du domaine réductase pour 
réduire l’espèce FeIII en espèce FeII. Contrairement à la première étape, ce seul électron pourrait 
suffire à réaliser l'oxydation du NOHA [123, 143]. Mais une étude montre qu’un radical BH4 est 
formé dans cette deuxième étape [130]. Tout comme la première étape l’activité redox du BH4 est 
cinétiquement liée à l’activation de l'oxygène et ainsi permet d’éviter la libération de O2
•-. Cependant, 
le transfert d'un électron supplémentaire dans la seconde étape aboutit à la formation, non pas de 
NO, mais d'une espèce HNO/NO- [146, 175, 179]. Le cofacteur BH4 pourrait avoir un double rôle 
inédit dans cette deuxième étape. Il aurait d'abord un rôle de réducteur pour activer rapidement 
l'oxygène en début de cycle puis un rôle oxydant en fin de cycle moléculaire afin d'obtenir NO 
comme produit final.  
 
Rôle unique du cofacteur dans la deuxième étape : 
Le radical BH4, dans la deuxième étape, a mis longtemps à être piégé et identifié puisque un 
seul électron suffisait, en théorie, à réaliser l'oxydation de NOHA. De plus, la vitesse de disparition 
du radical BH4
+• est 10 fois supérieure à celle de la première étape [129, 154] ce qui rend son 
piégeage plus complexe. Cette vitesse de disparition est trop rapide pour que l'électron nécessaire à 
la régénération du radical en espèce neutre provienne du domaine réductase (comme dans la 
première étape). Le cofacteur, sous la forme radicalaire BH4
+•, pourrait être réduit par le complexe 
FeIINO formé juste après l'oxydation du NOHA en citrulline (Figure 26) [141]. Cela permettrait la 
formation du complexe FeIIINO et sa dissociation en FeIII et NO [171, 176]. 
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Figure 26 : Mécanisme proposé pour la réduction du cofacteur en fin de cycle catalytique. 
Le radical BH4+• oxyde l’espèce FeIINO en FeIIINO. 
Plusieurs éléments vont à l’encontre de ce modèle. L’intermédiaire FeIINO n’a jamais été 
piégé en présence de radical BH4
+•. La vitesse de disparition du radical BH4
+• et la vitesse de 
formation de l’espèce FeIIINO devraient être cinétiquement couplées selon ce modèle. Or, la vitesse 
de disparition du radical BH4
+• est plus lente que la vitesse de formation de l’intermédiaire FeIIINO : 
8,3 s-1 versus 36,7 s-1. Cela ne confirme pas le rôle du radical BH4
+• comme étant l’oxydant nécessaire 
à l’oxydation de l’intermédiaire FeIINO en FeIIINO. De plus, les calculs DFT indiquent qu'un 
transfert d'électron, couplé ou non à un proton, provenant de BH4 serait énergétiquement moins 
favorable qu'un transfert d'électron provenant directement du NOHA [177, 178, 180]. Certaines 
équipes proposent donc que le BH4 ne soit pas du tout un intervenant redox de la seconde étape du 
cycle catalytique. 
 
L’ensemble de ces données questionnent le rôle de BH4 dans l’étape d’oxydation du 
NOHA. Le BH4 pourrait avoir à la fois un rôle de réducteur et d’oxydant. Cela souligne une 
différence majeure par rapport au mécanisme proposé dans la première étape. De plus, BH4 
pourrait être un potentiel donneur de proton mais son état de protonation n’a jamais été 
déterminé dans cette étape. 
4.2.4. Processus de transfert de protons 
D’après le modèle proposé (voir 4.2.2.), la seconde étape impliquerait non pas le cpI (4) 
comme intermédiaire oxydant mais les espèces FeIIIOO- (2) et/ou FeIIIOOH (3). Dans cette optique, 
un seul proton suffirait. Les hypothèses quant à l'origine de ce proton proposent comme candidat, 
comme dans la première étape, soit le cofacteur BH4 soit le groupement guanidinium du substrat 
soit la molécule d’eau.  
 
Le substrat NOHA : 
Les différentes structures de NOS obtenues par diffraction des rayons X en présence du 
cofacteur BH4 et de NOHA montrent que le groupe hydroxyle de NOHA établit une liaison H avec 
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le résidu Gly 365 (numérotation iNOS de souris) et qu’il serait mal orienté pour entrer en interaction 
directe avec le ligand fixé sur le fer [96, 97]. En revanche, le proton porté directement par l’azote Nω 
lié au groupe hydroxyle de NOHA est situé à bonne distance d’interaction du fer et dans une 
géométrie qui lui permettrait d’interagir à la fois avec l’atome proximal et l’atome distal du ligand fixé 
au fer.  
 
La molécule d’eau : 
Les études avec les analogues d'arginine et de NOHA montrent que la modification du 
positionnement de la molécule d'eau qui perturbait l'oxydation de l'arginine, ne perturbe pas celle du 
NOHA [163]. Cela suggère que cette molécule d'eau est indispensable dans le transfert de proton de 
la première étape mais pas impliquée dans la seconde étape [162]. 
 
Transfert de deux protons : 
Quelques études supportent une catalyse à deux protons dans la seconde étape. Des calculs 
DFT rejettent l'hypothèse selon laquelle la deuxième étape passerait par l'attaque nucléophile du 
guanidinium par les espèces (2) et (3) [178]. Il est proposé un mécanisme impliquant la formation 
d'un cpI et qui exclut totalement le BH4 du cycle catalytique de la seconde étape [180].  
 
Le nombre de proton et la nature du donneur de proton sont encore sujets à débat 
dans la deuxième étape. L’état de protonation du cofacteur BH4 n’a jamais été étudié 
pendant l’oxydation du NOHA.  
4.2.5.  Rôle de l’environnement proximal dans la seconde étape 
Tout comme la première étape, l'utilisation de mutants permet de clarifier le rôle du ligand 
proximal dans le mécanisme d'activation de l'oxygène. Les mutations phénylalanine et tyrosine sur le 
tryptophane Trp 409 de la NOS neuronale (nNOS) abolissent la liaison H avec le thiolate de la 
cystéine. Cela augmente l’effet push de la liaison fer-soufre. En fin de cycle catalytique, cela se traduit 
par des vitesses d'oxydation du complexe FeIIINO de 7 à 8 fois plus rapide [146, 165, 181] dans le 
cas des mutants. Le mutant histidine (W409H pour nNOS), qui diminue l'effet push, présente des 
complexes héminiques plus stables et les vitesses de libération de NO en fin de cycle catalytique sont 
plus faibles [182].  
 
Comme pour la première étape, l'effet électro-donneur (l'effet push) du ligand 
proximal est primordial pour réguler la réactivité du fer et les vitesses de libération du NO. 
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5. Objectifs des études réalisées pendant la thèse 
La partie précédente expose l'importance de l'activation de l'oxygène et montre que le 
contrôle de cette étape est au cœur de l'activité des NOS. A l'instar du NO, on peut assister à un 
relarguage des espèces O2
•-, H2O2, NO
- ou ONOO- qui participent alors aux mécanismes de 
cytotoxicité évoqués en partie 1.2.2. Ce chapitre met également en lumière l'aspect multifactoriel de 
la maitrise de cette étape : transfert de proton, transfert d'électron, propriétés électroniques de 
l'hème. Tous ces paramètres contrôlent le chemin catalytique emprunté et la nature du produit final. 
Enfin, la NOS bactérienne est un modèle couramment utilisé pour étudier la NOS de mammifère 
alors que certains résultats expérimentaux remettent en question la pertinence de ce modèle. 
 
Dans ce contexte mes travaux de thèse proposent une analyse approfondie des différents 
paramètres qui contrôle l'étape d'activation de l'oxygène (effet push, réseau de liaisons H distal, 
transfert d'électron) et une analyse comparative de la NOS bactérienne bsNOS et de la NOS de 
mammifère iNOS. 
 
La première partie du chapitre 3 est centrée sur l’importance de l’effet push sur le 
mécanisme d'activation de l'oxygène. La liaison H présente entre le thiolate proximal et le résidu 
tryptophane voisin est essentiel dans le mécanisme d’activation de l'oxygène de la NOS de 
mammifère (Figure 27). Nous avons réalisé une étude complète sur cinq protéines mutées sur le 
tryptophane Trp 66 de la NOS de Bacillus subtilis. 
 
 
Figure 27 : Représentation de la liaison H entre le Trp et la Cys proximale. 
Ces mutations ont permis de moduler la force de la liaison H exercée sur la cystéine et les 
conséquences de cette modification sur l’activation de l’oxygène ont été étudiées grâce à la 
caractérisation de différents complexes héminiques ([8], Annexe 1) par spectroscopie UV-visible, 
RPE et Raman de résonance. Nous comparons nos résultats à ceux obtenus précédemment avec la 
NOS bactérienne saNOS [167] et avec les NOS de mammifère eNOS [167], nNOS [165] et iNOS 
[166]. 
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La deuxième partie du chapitre 3 s’intéresse à l’environnement distal de l’hème et 
traite du transfert de proton. Plus spécifiquement, nous avons voulu étudier l'impact du réseau de 
liaisons H de l'environnement distal sur la structure de l'intermédiaire FeIIO2 (1). Des analogues 
d’arginine ont déjà été utilisés pour sonder l'environnement du complexe FeIICO et montrent que le 
pKa du guanidinium a un effet direct et significatif sur le positionnement de la molécule d’eau à 
proximité de l’hème (Figure 28) et le réseau de liaisons H distal [122, 163]. 
 
Figure 28 : Représentation des liaisons H distales impliquant l’arginine, une molécule d’eau 
et l’espèce FeIIO2. 
Nous avons analysé directement l'effet de ces analogues sur la structure de l'intermédiaire 
FeIIO2. Pour cela nous avons utilisé différentes méthodes cinétiques qui permettent d'étudier les 
réactions à des temps courts. Le stopped-flow permet un suivi en spectroscopie UV-visible de la 
réaction. Nous avons également utilisé la spectroscopie Raman de résonance sur des temps de 
réaction très courts afin de définir les modes vibrationnels du complexe FeIIO2. Ces mesures ont été 
faites en collaboration avec le groupe du Professeur Manon Couture au sein du laboratoire de 
biochimie et microbiologie de l'Université de Laval à Québec, qui possède le dispositif en flux 
continu adapté à la spectroscopie Raman de résonance résolue en temps. 
 
La troisième partie du chapitre 3 est centrée sur le cofacteur BH4 et son rôle dans le 
transfert de proton et d'électron. Il est maintenant clair que le cofacteur transfère un électron dans 
les deux étapes de la NOS de mammifère. Il est probable qu'il ne transfère pas de proton dans la 
première étape mais son rôle quant à ce transfert n'est pas défini dans la deuxième étape. Enfin son 
rôle redox ou celui du THF n'ont jamais été approfondis dans le cas de la NOS bactérienne.  
Notre étude consiste à clarifier le rôle de BH4 dans l’étape d’activation de l’oxygène : 
caractériser sa capacité à transférer un proton, comparer son action entre les deux étapes, étudier son 
rôle redox dans le cas de la NOS bactérienne. Le freeze-quench et la spectroscopie RPE ont été 
des méthodes de choix pour piéger et analyser le cofacteur à l'état radicalaire ([9], Annexe 2). 
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 Le chapitre 4 est centré sur la méthodologie que nous mettons au point au laboratoire afin 
de mieux étudier les intermédiaires du cycle catalytique de la NOS. L’observation directe des espèces 
formées après l'activation de l'oxygène n'est pas possible dans l’état actuel de nos moyens 
technologiques. Il est donc nécessaire de concevoir des outils qui permettent d’étudier précisément 
les intermédiaires qui se forment au sein du site actif de l’enzyme. Cela permettrait d’obtenir des 
données permettant de mieux comprendre le déroulement des étapes de transfert de protons et 
d'électron qui mènent à la formation des espèces oxydantes. La cryo-réduction du complexe FeIIO2 
suivie de sauts en température s'est avérée être un outil idéal pour mieux comprendre les 
différentes étapes du cycle catalytique des cytochromes P450 et de certaines NOS [133, 138, 183, 
184]. Un critère essentiel au succès de cette méthode est la bonne stabilité de l'espèce de départ 
FeIIO2. Une grande majorité des NOS ne remplit pas ce critère en présence du cofacteur naturel BH4 
et nous proposons une nouvelle adaptation de ce protocole ([10], Annexe 3). 
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CHAPITRE 2 
Matériels et méthodes
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1. Expression et purification des NO-Synthases 
1.1. Expression et purification de la NO-Synthase inductible sauvage 
iNOSoxy sauvage de souris, constituée uniquement de la partie oxygénase de la protéine (les 
acides aminés 65-498) a été produite par E. coli selon un protocole mis au point au sein du 
laboratoire de D. J. Stuehr [70, 123]. La souche E. coli BL21 utilisée contient un vecteur d’expression 
(pcWORI) contenant la séquence du domaine oxygénase d’iNOS. L’expression d’iNOSoxy est sous 
le contrôle du promoteur de la -galactosidase. La souche bactérienne surexprime iNOSoxy 
supplémentée d’une étiquette de 6 histidines en position C-terminale et contient un gène de 
résistance à l’ampicilline. Les solutions et verreries utilisées sont toutes stérilisées au préalable par 
autoclavage. 
 
Culture et induction : 
La bactérie transformée est inoculée dans 5 mL de culture Terrific Broth (Sigma) contenant 10 
% de glycérol dans un tube stérile. 125 µg.mL-1 d’ampicilline sont ajoutés au milieu de culture 
pendant toute la phase de croissance et d'induction afin d’éliminer toute autre bactérie contaminante. 
Le tube stérile est maintenu à 37°C sous agitation (150 tr.min-1). Au bout de 6-7 heures, le milieu est 
ré-inoculé dans 400 mL de milieu TB. La culture est de nouveau maintenue à 37°C sous agitation 
(150 tr.min-1) pendant toute la nuit. Le lendemain les 400 mL de pré-culture sont répartis dans 8 
erlenmeyers de 2,5 L avec chacun 450 mL de milieu TB et sont maintenus à 37°C sous agitation 
(150 tr.min-1). La densité optique (DO), mesurée régulièrement, doit atteindre la valeur de 1 à 600 
nm, qui indique que l’on est dans une phase de croissance optimale pour induire l’expression de la 
protéine. 1 mM d’isopropyl--D-thiogalacto-pyranoside (IPTG) permet d'induire l'expression du 
gène de la NOS. L’expression de l’hème est, quant à lui, sous le contrôle de l’acide -amino-
lévulinique (-ala, 400 µM). Cette étape d’induction dure 72 heures à 20°C.  
 
Lyse cellulaire : 
Une centrifugation permet de rassembler les bactéries. Elles sont re-suspendues dans un 
tampon de lyse (un tampon phosphate (KPi) 100 mM pH 7,4 contenant 10 % de glycérol, 250 mM 
de NaCl, 1 mM d’acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA), 5 µg.mL-1 d’aprotinine 
(antiprotéase), 1 µg.mL-1 de leupeptine (antiprotéase), 5 µg.mL-1 de pepstatine A (antiprotéase), 1 
mg.mL-1 de lysozyme, 1 mM de fluorure de phenylméthanesulfonyle (PMSF) dans du 
diméthylsulfoxyde (DMSO) (antiprotéase), 50 U.mL-1 de DNase). L’action combinée du lysozyme et 
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de la pression osmotique permet la rupture de la membrane des bactéries. La lyse est accentuée par 
un double passage des bactéries dans un disrupteur (Constants Systems Disruption Systems, Northants, 
UK) exerçant une pression de 1 bar.  
 
Séparation et purification des protéines : 
Après la lyse bactérienne, une centrifugation est nécessaire pour séparer l'extrait soluble, qui 
contient la fraction protéique, des résidus membranaires qui précipitent. Les protéines, contenues 
dans le surnageant, sont récupérées par précipitation au sulfate d’ammonium 0,291 g.mL-1 ajouté 
pendant ½ heure à 4°C. La solution est ensuite maintenue sous agitation pendant 30 min à 4°C. 
Après centrifugation, le culot contenant le précipité protéique est solubilisé dans un tampon de re-
suspension MCAC (Metal Chelate Affinity Chromatography : un tampon TRIS 100 mM pH 7,4 
contenant 10 % de glycérol, 250 mM de NaCl, 1 mM de PMSF dans de l’éthanol) avec 5 mM 
d’imidazole. Une dernière centrifugation permet d’éliminer les éventuels débris cellulaires résiduels 
avant l’étape de purification par chromatographie d’affinité sur colonne de résine chargée en nickel 
(His-Bind®, Novagen).  
La colonne, stockée dans 50 % d’eau et 50 % d’éthanol, est rincée extensivement à l’eau. Elle 
est ensuite conditionnée dans le tampon MCAC contenant 5 mM d’imidazole afin d’occuper les sites 
de fixation non spécifiques. La colonne est maintenue à 8°C pendant toute la phase de purification 
(en chambre froide). La solution de protéine est chargée sur la colonne et deux cycles de lavage sont 
réalisés avec du tampon MCAC contenant 5 mM imidazole puis 60 mM imidazole. A ce stade, les 
protéines retenues sur la résine sont majoritairement iNOSoxy qui se fixe spécifiquement aux sites à 
nickel grâce à son étiquette histidine. L’élution est effectuée avec du tampon MCAC contenant 160 
mM d’imidazole.  
Une étape finale de dialyse de deux fois 24 heures est nécessaire afin d’éliminer l’imidazole et 
de conditionner la protéine dans un tampon KPi 100 mM pH 7,4 contenant 10 % de glycérol, 250 
mM de Nacl, 1 mM de PMSF.  
Enfin, la solution de iNOSoxy obtenue, est congelée dans de l’azote liquide et conservée à    
-80 °C.  
 
Deux types de préparations de iNOSoxy ont été réalisés suivant ce protocole : en absence de 
substrat et de cofacteur BH4 ou alors en présence uniquement du cofacteur BH4. Pour cette 
condition, le BH4 est alors ajouté au milieu de culture, aux tampons de lyse, de re-suspension et de 
dialyse avec une concentration finale de 50 µM. Le dithiothréitol (DTT 3mM) est également ajouté 
afin de protéger le BH4 de son oxydation en BH2. Ce protocole de purification nous permet 
d’obtenir jusqu’à 200 mg de iNOSoxy par préparation. 
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1.2. Expression et purification de la NO-Synthase de Bacillus subtilis sauvage 
bsNOS sauvage a été surexprimée dans E. coli selon le même protocole que iNOSoxy à 
l’exception de quelques adaptations [68, 70, 123]. E. coli BL21 est transformée avec le plasmide 
pET15B contenant la séquence codante pour bsNOS et contient un gène de résistance à 
l’ampicilline. bsNOS est supplémentée d’une étiquette de 6 histidines en position N-terminale (au 
lieu de C-terminale pour iNOSoxy). L’induction de l’expression se fait sur une nuit (versus 72 heures 
pour iNOSoxy). bsNOS a une plus faible affinité pour la colonne de nickel que dans le cas de 
iNOSoxy. C’est pour cette raison que les concentrations en imidazole sont diminuées pour éviter 
l’élution de la protéine pendant les phases de lavage (30 mM d’imidazole au lieu de 60 mM pour 
iNOSoxy). bsNOS est toujours exprimée en absence de substrat et de cofacteur BH4. 
1.3. Expression et purification des mutants de la NO-Synthase de Bacillus subtilis 
La mutation sur le tryptophane Trp 66 (W66) de bsNOS a été effectuée au laboratoire avant 
ma venue grâce à un kit de mutagénèse dirigée « Quick Change KL » permettant de remplacer le 
tryptophane 66 par un autre acide aminé : la phénylalanine (Phe), la tyrosine (Tyr), l’histidine (His), la 
leucine (Leu) ou l’alanine (Ala) :  
- Protéine sauvage (WT) :  
TCTGCCGATGCAGCGGTTGCTGTTTCTCAAAGCCATTTTCGCCCCGTG ; 
- Trp 66  Phe (F) : W66F 
TCTGCCGATGCAGCGGTTGCTGTTTCTGAAAGCCATTTTCGCCCCGTG ; 
- Trp 66  Tyr (Y) : W66Y 
TCTGCCGATGCAGCGGTTGCTGTTTCTATAAGCCATTTTCGCCCCGTG ; 
- Trp 66  His (H) : W66H 
TCTGCCGATGCAGCGGTTGCTGTTTCTGTGAGCCATTTTCGCCCCGTG ; 
- Trp 66  Leu (L) : W66L 
TCTGCCGATGCAGCGGTTGCTGTTTCTGAGAGCCATTTTCGCCCCGTG ; 
- Trp 66  Ala (A) : W66A 
TCTGCCGATGCAGCGGTTGCTGTTTCTCGCAGCCATTTTCGCCCCGTG 
Ces mutations ont été vérifiées par séquençage d’ADN. 
Le protocole d’expression et de purification des mutants W66F, W66Y, W66H, W66L et 
W66A a été développé à partir du protocole déjà établi pour bsNOS sauvage. Pour une meilleure 
stabilité de la protéine mutée, il faut fixer le pH du tampon de lyse, de resuspension, du MCAC et 
des tampons de dialyse à pH 9 pour les mutants W66F et W66Y et à pH 8 pour les mutants W66H, 
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W66L et W66A. En raison d’une plus faible affinité des mutants pour la colonne de nickel on 
procède à un seul lavage à 10 mM d’imidazole (au lieu de 30 mM pour bsNOS sauvage). 
2. Test d’activité enzymatique : le test de Griess 
  
Afin de vérifier que l’enzyme obtenue après surexpression et purification est bien active, on 
réalise l’oxydation de NOHA par le domaine oxygénase de NOS en présence de H2O2. Ce dernier 
fournit les électrons et les protons nécessaires à la NOS pour oxyder le NOHA [148]. Le détail de la 
réaction d’oxydation de NOHA dans ces conditions n’est pas exactement connu mais mène à la 
formation de citrulline, de cyano-ornithine et de NO-. NO- réagirait ensuite de nouveau avec 
l’enzyme pour former, en condition aérobie, un mélange de nitrite NO2
- et de nitrate NO3
-. Le test 
de Griess est une méthode colorimétrique qui permet de doser cette quantité de nitrite formée. Le 
sulfanilamide réagit de manière stœchiométrique avec les ions nitrites pour donner un composé 
diazonium, qui réagit lui-même avec le N-(1-naphtyl)éthylènediamine (NED) pour donner un 
composé diazo de couleur rose vif dont l’absorbance est mesurée à 548 nm (Figure 29). Cette 
absorbance est convertie en concentration de nitrite grâce à une gamme d’étalonnage de nitrite de 
sodium. 
 
 
Figure 29 : Réaction de détection des nitrites. 
Détails expérimentaux :  
La protéine native est conditionnée dans un tampon « oxygénase » (KPi 100 mM pH 7,4 
contenant 10 % de glycérol, 0,1 mg.mL-1 de BSA, 1 mM de DTT, 25 U.mL-1 de superoxyde 
dismutase (SOD)) et a une concentration finale de 300 nM pour iNOSoxy et 2 µM pour bsNOS. La 
présence de SOD sert à éviter les réactions parasites avec les espèces O2
•-. La protéine est incubée 30 
min à 30 °C en présence de concentrations croissantes en cofacteur BH4 (de 0 à 200 M). BH4 
permet la structuration des monomères de NOS en dimères, alors actifs pour réaliser l’oxydation de 
NOHA. La réaction est déclenchée par l’addition de 1 mM de substrat NOHA et 30 mM de H2O2, 
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puis arrêtée au bout de 10 minutes par l’ajout de 7 mg.L-1 de catalase qui va neutraliser l’excès 
d’H2O2 restant. On prélève 500 μL de l’échantillon auxquels sont ajoutés 500 μL du réactif de Griess 
(constitué de 50 % de NED-dihydrochloride 1 g.L-1 et de 50 % de sulfanilamide 10 g.L-1 dans de 
l'acide chlorhydrique 1 % (HCl)), qui réagit avec les nitrites et forme le composé diazo mesuré par la 
DO à 548 nm.  
 
Traitement des données : 
La production de nitrites par les NOS en fonction de la concentration en BH4 est simulée 
par une courbe de saturation hyperbolique dont plusieurs paramètres vont permettre de caractériser 
l’activité de la protéine (Figure 30). On détermine ainsi la vitesse maximale de formation de 
nitrites (Vmax exprimée en moles de nitrites formées par minute et par moles d’enzymes), la constante 
de dissociation apparente pour BH4 (kd, en µM) et V0 l’activité non spécifique de la protéine. La Vmax 
mesurée pour iNOSoxy varie entre 16 et 55 mol de NO2
- / min / mol d'enzyme et le kd apparent 
pour BH4 est compris entre 1,1 et 5,4 µM. Pour bsNOS la Vmax mesurée varie entre 0,4 et 2,1 mol 
NO2
- / min / mol d'enzyme et le kd apparent pour BH4 est compris entre 10 et 20 µM. 
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Figure 30 : Courbes issues du test de Griess d'iNOSoxy et bsNOS. 
L’oxydation de NOHA en présence d'H2O2 aboutit à la formation de l'espèce NO
- qui 
conduit à un mélange de nitrite NO2
- et nitrate NO3
-. Pour estimer l'activité totale de la protéine 
cette fraction de nitrate formée peut être dosée. Une étape supplémentaire est alors nécessaire avant 
d'ajouter le réactif de Griess : la réduction du nitrate en nitrite. Les échantillons sont alors incubés 45 
min à température ambiante avec la NADPH-nitrate réductase (NR) à 80 U.L-1 avec 900 µM de 
glucose-6-phosphate (G6P), 160 U.L-1 de glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6P-D) et 1 µM 
NADPH dans un tampon KPi 0,1 M pH 7,4. Le G6P et G6P-D permettent de regénérer le NADP+ 
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qui pourrait interférer avec la réaction de coloration au réactif de Griess [185]. Le réactif de Griess 
est ensuite ajouté, la DO mesurée à 548 nm et les données traitées comme expliqué précédemment.  
3. Préparation des différents complexes héminiques de NOS  
3.1. Préparation de la NO-Synthase à l'état FeIII 
Dans le cadre de ma thèse, l'espèce FeIII est l'espèce de départ des expériences de cryo-
réduction (Chapitre 4). Elle est aussi utilisée pour l'analyse des protéines mutées de bsNOS 
(Chapitre 3.1.) et comme échantillon de référence pour caractériser les espèces piégées par freeze-
quench (Chapitre 3.3.) ou pendant les sauts en température (Chapitre 4). 
 
Les échantillons de NOS à l'état FeIII ont été préparés après deux cycles de lavage et de 
concentration à 5000 tr.min-1 pendant 10 minutes à 4 °C. Ces dernières étapes de lavage permettent 
à la fois d’éliminer l’imidazole résiduel et de conditionner la protéine avec un tampon KPi pH 7,4 
100 mM contenant un substrat et/ou un cofacteur dont les concentrations sont adaptées en 
fonction des expériences réalisées. Quand l'échantillon est conservé à 77 K, on ajoute 10 % de 
glycérol qui a un rôle cryo-protecteur. 
 
Pour les analyses spectroscopiques UV-visible ou RPE : 
Pour les analyses par spectroscopie UV-visible la protéine est préparée à une concentration 
de 10 à 80 µM en présence du substrat arginine 5 mM et du cofacteur BH4 de 40 à 400 µM. 
Pour l’étude des protéines mutées (Chapitre 3.1.) et des échantillons de références (Chapitre 
3.3.) par spectroscopie RPE, la concentration en protéine est fixée entre 150 et 200 µM. La 
concentration en substrat est de 5 mM pour l’arginine et de 10 mM pour le NOHA et la 
concentration en BH4 est fixée à 400 µM.  
 
Pour les études de cryo-réduction : 
 Dans le cas des études de cryo-réduction (Chapitre 4), les protéines iNOSoxy et bsNOS ont 
été préparées avec une concentration de 150 µM et 200 µM respectivement. De nombreuses 
conditions ont été testées : en présence ou absence d'arginine et de NOHA (5 mM ou 10 mM 
respectivement) et en présence ou absence de cofacteur BH4 (800 µM). Le tampon ajouté est soit 
anaérobique, soit saturé en gaz O2 ou saturé en gaz CO et contient 50 % de glycérol.  
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Pour les analyses de cinétique rapide : 
Les analyses en flux continu, en stopped-flow et en freeze-quench nécessitent une espèce de départ 
à l’état FeII. Cependant, la protéine est d’abord lavée et conditionnée à l’état FeIII avec un substrat et 
un cofacteur avant d’être réduite.  
Dans le cas des analyses en flux continu et en stopped-flow, la protéine est d’abord préparée à 
l’état FeIII avec une concentration de 80 µM. La concentration en substrat ou analogue de substrat 
est adaptée en fonction des constantes d’affinité de chacun : 5 mM arginine, 10 mM 4-
fluorophénylguanidine (4-Fphgua), 10 mM 4-chlorophénylguanidine (4-Clphgua), 20 mM 4-
trifluorophénylguanidine (4-CF3phgua), 20 mM 4-méthoxyphénylguanidine (4-MeOphgua), 5 mM 
pentylguanidine (pentylgua) [163]. Les expériences ont été réalisées en présence du cofacteur BH4 
(400 µM) et du cofacteur inactif BH2 (800 µM). Certaines analyses en flux continu ont nécessité un 
marquage isotopique à l’oxygène 18O2. Dans ce cas la protéine est conditionnée dans un tampon 
préalablement anaérobisé et saturé en 18O2 (Icon Isotopes, Summit, NJ USA). Par la suite l’espèce 
FeIII ainsi conditionnée est réduite à l’état FeII. 
Dans le cas des expériences de freeze-quench, les solutions protéiques iNOSoxy et bsNOS sont 
préparées avec une concentration comprise entre 300 et 800 µM avec un substrat arginine 5 mM ou 
NOHA 10 mM et un cofacteur BH4 2 mM ou THF 4 mM. Certaines expériences de freeze-quench ont 
été réalisées avec une protéine conditionnée dans un tampon deutéré (Euriso-Top).  
3.2. Réduction du fer  
L’espèce FeII de NOS est l’espèce de départ des expériences en flux continu (Chapitre 3.2.), 
en stopped-flow (Chapitre 3.2.) et en freeze-quench (Chapitre 3.3.). C’est aussi à partir de celle-ci que 
seront formés les complexes de référence FeIINO et FeIICO.  
Les échantillons ferreux sont préparés à partir de la NOS à l’état ferrique décrite 
précédemment. Ceux-ci sont transférés dans une cuve en quartz ou un tube RPE fermés par un 
septum. Un dispositif combinant une rampe à gaz et une rampe à vide montées en parallèle permet 
de chasser le dioxygène de l’échantillon par plusieurs cycles successifs connectant l’échantillon avec 
le vide et avec l’azote. Quelques mg de dithionite sont conditionnés en atmosphère inerte dans un 
pilulier en verre scellé avec un septum. Le tampon dégazé KPi 0,1 M pH 7,4 est introduit dans le 
pilulier, à l’aide d’une seringue anaérobique et étanche aux gaz (Hamilton, Reno, NV, USA), pour 
solubiliser le dithionite. Une telle solution a été préparée avec une concentration comprise entre 
40 mM et 160 mM. Le dithionite nécessaire à la réduction de l’espèce FeIII en espèce FeII est ajouté à 
la solution protéique avec les seringues préalablement anaérobisées. Afin d’éviter tout excès de 
dithionite, la réduction est obtenue par ajout progressif de dithionite dans la cuve en quartz ou le 
tube RPE.  
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Les solutions protéiques conditionnées dans tube RPE seront utilisées pour former les 
complexes FeIICO et FeIINO. La réduction ne peut pas être suivie par spectroscopie UV-visible 
mais d’une manière générale 2,5 équivalents de dithionite par rapport à la NOS sont nécessaires et 
suffisants pour réduire totalement la NOS. 
La protéine est conditionnée dans une cuve en quartz, pour les expériences de stopped-flow et 
de freeze-quench. Afin d’éviter tout excès de dithionite, qui pourrait réagir avec les espèces formées 
pendant la réaction d’oxydation du NOHA ou de l’arginine, l’étape de réduction est titrée et suivie 
par spectroscopie d’absorption UV-visible. L’éventuel excès de dithionite encore présent est éliminé 
en boîte à gants sur une colonne PD10 (Amersham Pharmacia Biotech, Suède) ou des mini-colonnes 
de désalinisation protéique (Thermo Scientific). La protéine est transférée dans le système de freeze-
quench ou de stopped-flow par une seringue étanche au gaz et anaérobisée.  
3.3. Fixation de ligands distaux 
Fixation du ligand NO : 
Dans le cadre de ma thèse les espèces FeIINO et FeIIINO sont utilisées pour sonder le site 
actif des mutants de bsNOS (Chapitre 3.1.). L’espèce FeIINO a également été générée dans 
différentes conditions de saturation en substrat et cofacteur et sert d’échantillons de références 
(Chapitre 3.3.). 
Les complexes FeIIINO et FeIINO sont préparés en conditions anaérobiques à partir des 
espèces FeIII et FeII décrites précédemment (voir 3.1. et 3.2.). 2 mL d’une solution tampon KPi 
0,1 M pH 7,4, préalablement dégazée par bullage d’azote dans un flacon en verre hermétique, est 
saturée en NO grâce à un bullage continu de gaz NO pendant 10 min. Le gaz NO utilisé est lavé par 
une solution KOH 0,1 N pour éliminer tout autre oxyde d’azote. Une seringue étanche aux gaz 
préalablement anaérobisée permet le transfert de la solution saturée en NO dans les échantillons. 
L’ajout se fait progressivement car un excès local de NO peut endommager la protéine (nitrosation 
du thiolate proximal, oxydation de l’hème, précipitation de la protéine). Le NO se fixe sur le fer de 
l'hème pour former les complexes FeIIINO ou FeIINO. 
 
Fixation du ligand CO : 
L'espèce FeIICO a été utilisée pour sonder le site actif des mutants de bsNOS (Chapitre 3.1.). 
Pour générer le complexe FeIICO dans les tubes RPE, l’espèce FeII est d’abord formée comme décrit 
précédemment (voir 3.2.). La circulation d’un courant de gaz CO à la surface de l’échantillon 
pendant 10 minutes permet ensuite de générer le complexe FeIICO. 
La concentration en protéine est déterminée par le test P450. Dans ce cas le complexe 
FeIICO est préparé dans une cuve en quartz. L’espèce FeII est d’abord produite par ajout d’un excès 
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de dithionite directement dans la cuve qui contient la protéine à l’état FeIII. L’addition de gaz CO se 
fait aussi directement dans la cuve et permet de générer le complexe FeIICO. 
4. Techniques spectroscopiques utilisées pour l'étude des différents 
complexes de NOS 
4.1. La spectroscopie UV-visible 
Caractérisation de l'espèce FeIII : 
Après l’expression et la purification d'iNOSoxy sans cofacteur et sans substrat, la protéine 
est à l’état FeIII bas spin hexacoordonné (FeIII BS-6C) avec une molécule H2O comme sixième ligand. 
Le spectre d’absorption UV-visible de ce complexe présente une bande de Soret à 420 nm (Figure 
31, spectre bleu). Dans ces conditions, la structure dimérique de NOS est fragile et la proportion 
monomères / dimères est difficile à estimer. L’ajout du cofacteur BH4 permet une réorganisation 
conformationnelle du site actif, l’eau est chassée de la cavité et une partie de la protéine bascule à 
l’état FeIII haut spin hexacoordonné (FeIII HS-5C). La bande de Soret est décalée vers 400-402 nm 
(Figure 31, spectre rouge). La bande de transfert de charge, SFeIII, caractéristique des espèces FeIII 
HS, apparaît à 650 nm. En présence du cofacteur BH4 et du substrat arginine, la protéine se retrouve 
entièrement à l’état FeIII HS-5C caractérisé en UV-Visible par une bande d’absorption à 395 nm 
(Figure 31, spectre noir).  
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Figure 31 : Spectres d'absorption UV-visible de iNOSoxy et bsNOS à l'état natif (bleu), en 
présence de cofacteur BH4 (rouge), en présence d’arginine et de BH4 (noir). 
bsNOS sans cofacteur et sans substrat a une bande de Soret à 398 nm correspondant à un 
état presque totalement HS-5C (Figure 31, spectre bleu). L’ajout de BH4 n’entraîne pas de 
changements significatifs (Figure 31, spectre rouge). Contrairement à iNOSoxy c’est l’ajout du 
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substrat qui est déterminant pour obtenir 100 % de la protéine à l’état HS-5C (394 nm) (Figure 31, 
spectre noir). 
 
Caractérisation de l'espèce FeII : 
La formation de l'espèce FeII est caractérisée en spectroscopie UV-visible par un 
déplacement de la bande de Soret à 412 nm (Figure 32, spectre rouge) et la disparition de la bande 
de transfert de charge à 650 nm. 
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Figure 32 : Spectres d'absorption UV-visible de bsNOS à l'état FeIII en présence du 
cofacteur BH4 et du substrat arginine (bleu) et à l'état FeII dans les mêmes conditions. 
Caractérisation des espèces FeIINO et FeIIINO : 
Le complexe FeIINO est caractérisé en absorption UV-visible par le déplacement de la bande 
de Soret à 436 nm (Figure 33, spectre rouge) et l'espèce FeIIINO par le déplacement de cette bande à 
440 nm (Figure 33, spectre vert). 
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Figure 33 : Spectres d'absorption UV-visible de bsNOS en présence du cofacteur BH4 et 
du substrat arginine à l'état FeIII (noir), FeII (bleu), FeIINO (rouge) et FeIIINO (vert). 
Caractérisation de l'espèce FeIICO et Test P450 : 
Le spectre d’absorption UV-visible du complexe FeIICO des hémoprotéines de la famille des 
cytochromes P450 présente un maximum d’absorption autour de 450 nm correspondant à une 
transition π→π* du complexe. Dans le cas des NOS, ce maximum se situe plutôt vers 445 nm 
(Figure 34). La concentration d’enzyme fonctionnelle, c’est-à-dire préservant le lien thiolate 
proximal, est calculée à partir de la différence entre l'absorbance à 445 nm et celle à 500 nm 
( = 74 000 M-1.cm-1). 
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Figure 34 : Test P450 : Spectres d'absorption UV-visible de iNOSoxy en présence du 
cofacteur BH4 et du substrat arginine à l'état FeII (bleu) et FeIICO (rouge). 
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La présence d’une bande d’absorption à 420 nm correspond à la contribution du complexe 
FeIICO ayant la liaison entre le fer et la cystéine proximale dégradée et représente la partie non 
fonctionnelle de la protéine dans l’échantillon. L’absorption de cet épaulement est plus ou moins 
intense selon les préparations de NOS et le rapport des absorbances entre 445 nm et 420 nm varie 
entre 1,5 et 4. Le pic à 420 nm est rarement observé dans le cas de la NOS bactérienne ce qui traduit 
une meilleure robustesse de la protéine. 
 
Le Tableau 1 répertorie les maximums d’absorption de la bande de Soret pour les différents 
complexes héminiques de iNOSoxy et bsNOS présentés ci-dessus. 
 
 
 
 
 
 
4.2. La spectroscopie de Raman de résonance 
Dans le cadre de ma thèse la spectroscopie Raman de résonance (RR) a été utilisée pour 
l’étude des complexes héminiques préparés avec les protéines bsNOS mutées (Chapitre 3.1.). Elle a 
été utilisée également pour l’analyse des échantillons cryo-réduits (Chapitre 4). 
4.2.1. Quelques généralités sur la spectroscopie de Raman de résonance  
La diffusion Raman : 
Quand un faisceau de lumière traverse un échantillon, elle est propagée, réfléchie, absorbée, 
transmise, et également diffusée. La diffusion de la lumière se fait majoritairement de manière 
élastique c’est-à-dire avec une longueur d’onde diff du photon diffusé égale à la longueur d’onde 0 
du photon incident : c’est le phénomène de diffusion Rayleigh (diff = 0). Cependant une faible 
fraction de la lumière est diffusée de manière inélastique (diff ≠ 0) et contient l’information 
vibrationnelle caractéristique de l’énergie des sous-niveaux vibrationnels de la molécule (vib) : c’est 
la diffusion Raman.  
 
Maximum d’absorption de la 
bande de Soret (max en nm) 
iNOSoxy  bsNOS 
FeIII (LS) 420  398  
FeIII +BH4 (LS+HS) 400-402  398  
FeIII + BH4 + Arg (HS) 395  394  
FeII + BH4 + Arg  412  412  
FeIIINO + BH4 + Arg  440  440  
FeIINO + BH4 + Arg  436  436  
FeIICO + BH4 + Arg  445  446  
Tableau 1 : Bandes de Soret des différents complexes de iNOSoxy et bsNOS. 
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L'effet de résonance : 
 La spectroscopie Raman de résonance est un cas particulier de la spectroscopie Raman, qui 
permet l’étude sélective d’un chromophore. Ce phénomène de résonance se produit lorsque la 
longueur d’onde d’excitation correspond à une transition électronique permise du chromophore 
d’intérêt. Il y a alors amplification de l’effet Raman, jusqu'a × 106 : c’est l’effet Raman de résonance. 
Les transitions électroniques permises de la molécule sont détectées au moyen du spectre 
d’absorption UV-visible de la molécule. Expérimentalement, on choisit une longueur d’onde 
d’excitation proche d’un maximum d’absorption UV-visible de la molécule à étudier. 
 Vont être observés en spectroscopie Raman de résonance les modes vibrationnels simples 
dans le plan et les modes de vibrations plus complexes qui se situent en dehors du plan. Dans le 
plan, on distingue l’élongation () et la déformation angulaire () qui peuvent être symétriques (s et 
s), ou antisymétriques (as et as) (Figure 35). Ils se traduisent, respectivement, par des mouvements 
de cisaillement et de rotation. Hors du plan moléculaire, il s’agit de déformations angulaires 
symétrique (s) ou antisymétrique (as), et qui correspondent à des mouvements de torsion ou de 
balancement (Figure 35). 
 
Figure 35 : Représentation des mouvements moléculaires correspondants aux modes de 
vibrations dans le plan et hors du plan de la molécule. Exemple d’une molécule triatomique 
non linéaire (H2O). 
Les modes de vibrations peuvent se combiner et donner différentes bandes Raman qui ne 
correspondent pas à des modes purs. Une vibration est active en Raman seulement si le mouvement 
vibrationnel s’accompagne d’un changement de la polarisabilité. 
 
Cas des hémoprotéines : 
 Dans le cas des hémoprotéines, où les transitions électroniques sont bien caractérisées, la 
longueur d’onde d’excitation choisie correspond le plus souvent au maximum d’absorption UV-
visible de la bande de Soret. De cette manière, les modes de vibrations exaltés sont les modes 
associés à la porphyrine et aux ligands directs du fer. Il est ainsi possible d’observer spécifiquement 
le comportement vibrationnel de l’hème, d’obtenir des informations structurales sur la nature 
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chimique du ligand, sa force de liaison au fer, sa conformation ou encore son interaction avec le site 
actif et son environnement. 
4.2.2. La spectroscopie de Raman de résonance pour l’étude des complexes 
héminiques des NO-Synthases 
Montage expérimental : 
 Deux sources de Laser ont été utilisées pendant ma thèse. La première ayant une longueur 
d’onde excitatrice de 413,1 nm provient d’un laser à Krypton ionisé (Spectra-Physics 2000). La 
seconde est un laser à Hélium-cadmium ionisé (Kimmon IK) ayant une longueur d’onde excitatrice 
de 441,6 nm. Le choix du laser est dépendant du mode de vibration que l’on veut exalter. On utilise 
une longueur d’onde excitatrice aux alentours de 441,6 nm pour les complexes FeIIINO, FeIINO et 
FeIICO (bande de Soret aux alentours de 440 nm, 436 nm et 445 nm respectivement) et de 413,1 nm 
pour exalter les modes de vibrations de l’hème à l’état FeII et FeIII (bande de Soret aux alentours de 
412 nm et 394 nm respectivement). Afin d’éviter la photo-oxydation et la dégradation de 
l’échantillon pendant l’expérience, la puissance du faisceau laser incident est maintenue entre 5 et 
10 mW grâce à un filtre placé entre le laser et l’échantillon (Figure 36, en gris). 
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Figure 36 : Représentation du montage et du trajet optique du faisceau laser utilisé au 
laboratoire. 
 Pour des mesures à température ambiante, les échantillons sont préparés dans des tubes RPE 
tronqués. Le porte-échantillon est équipé d’un moteur qui permet la rotation de l’échantillon sur lui-
même de manière à ne pas exposer toujours la même partie de l’échantillon à la lumière incidente et 
prévenir la dégradation de l’enzyme, sensible au rayonnement. Dans le cas des mesures à basse 
température, nous avons un système adapté pour monter un cryostat refroidi à l’hélium (Figure 36, 
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en pointillé). Le cryostat utilisé est un cryostat ESR900 (Oxford Instruments, Oxon, Angleterre) qui 
permet la mesure sur des échantillons contenus dans des tubes RPE (V = 100 µL) à 4 K.  
Le détecteur, de type CCD (Charge Coupled Device) est refroidi par de l’azote liquide. Un filtre 
(Kaiser Optical Systems) spécifique à la longueur d’onde d’excitation est placé sur le trajet optique 
juste avant le détecteur afin d’absorber le plus possible la lumière Rayleigh (incidente) (Figure 36, en 
vert). Les fentes du détecteur sont ouvertes à 100 µm permettant une résolution spectrale ≤ 3 cm-1. 
Le détecteur est relié à un système informatique permettant le pilotage, l’enregistrement et 
l’accumulation des données par le logiciel Speclab V 3.03 (Jobin Yvon). Le monochromateur du 
spectromètre est calibré en utilisant la longueur d’onde de la lumière d’excitation comme référence. 
 
Accumulation des spectres : 
L’alignement du laser est réalisé dans un premier temps sur un échantillon d’éthanol dont le 
signal Raman est très intense et permet de trouver une géométrie convenable pour l’acquisition du 
signal. Ensuite la position du faisceau est ajustée sur l’échantillon protéique pour optimiser le 
rapport signal/bruit. Suivant la qualité de l’échantillon, la puissance du laser, le degré d’exaltation de 
l’effet Raman, la qualité du spectre peut varier. Chaque spectre enregistré est le résultat de 
l’accumulation de 40 à 200 spectres individuels obtenus avec des temps d’accumulation de 20 à 60 
secondes pour chacun d’entre eux. Selon la qualité du rapport signal/bruit, on réalise ensuite la 
moyenne de 5 à 20 de ces spectres afin d’obtenir le spectre moyen final. 
 
Traitement des données : 
Le traitement des données réalisé avec le logiciel GRAMS/32 (Galactic Industries Corp., 
USA) permet de moyenner les séries de spectres, de soustraire la contribution du tampon de 
référence, de supprimer des contributions parasites (bruit électronique, pixel défaillant), de corriger 
la ligne de base afin d’éliminer la contribution de la fluorescence de l’échantillon et de déterminer 
précisément les fréquences de vibration de l'espèce présente dans l'échantillon. L’identification de la 
composante spectrale associée à chaque pic est réalisée directement en simulant le pic par une 
fonction gaussienne. Dans le cas des signaux plus larges et plus complexes, le signal est simulé avec 
une somme de plusieurs fonctions gaussiennes. Un exemple de spectre Raman de résonance 
correspondant à l’espèce FeIII HS-5C de iNOSoxy est représenté en Figure 37. 
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Figure 37 : Exemple de spectre obtenu en Raman de résonance de iNOSoxy en présence 
du substrat arginine et cofacteur BH4 : FeIII HS-5C. 
Les fréquences de résonance des modes vibrationnels de la porphyrine sont pointées en 
rouge sur la Figure 37. Les différentes bandes des spectres obtenus en spectroscopie Raman de 
résonance ont été attribuées par analogie avec les données déjà connues sur iNOS, eNOS, nNOS, 
saNOS et bsNOS pour les complexes FeIII, FeII, FeIICO, FeIIINO, FeIINO, FeIIO2 de NOS (reportés 
en Annexe 4 [10, 102, 115, 160, 161, 163, 167, 186-197]. 
4.3. La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier et réflexion totale atténuée 
(ATR-FTIR) 
Dans le cadre de ma thèse la spectroscopie ATR-FTIR a été utilisée uniquement pour l’étude 
des complexes héminiques FeIICO préparés avec les protéines de bsNOS mutées (Chapitre 3.2.)  
4.3.1. Quelques généralités sur l’ATR-FTIR 
Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) : 
La spectroscopie d’absorption infrarouge implique l’absorption d’une radiation de longueur 
d’onde variant approximativement de 5000 à 400 cm-1 et permet une observation directe des 
fréquences caractéristiques des modes de vibration d’une molécule. Pour qu’un mode vibrationnel 
soit actif en IR, il doit y avoir changement du moment dipolaire. 
Expérimentalement l’échantillon est placé sur le trajet optique d’un faisceau lumineux 
infrarouge, et l’examen de la lumière transmise permet de déterminer quelles fréquences ont été 
absorbées par l’échantillon. La transformée de Fourier du signal obtenu en transmission donne 
directement le spectre total de l’échantillon.  
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Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier et réflexion totale atténuée (ATR-FTIR) : 
Dans nos études, le porte échantillon employé est constitué d’un cristal possédant un indice 
de réfraction très élevé : ZnSe (n = 1,24). L’échantillon est placé sur la surface du cristal à l’intérieur 
duquel le rayon infrarouge subit de nombreuses réflexions sur les bords du cristal avant de ressortir 
(Figure 38). 
 
 
Figure 38 : Représentation schématique de la cellule d’un spectromètre ATR-FTIR. 
Au cours du phénomène de réflexion, le rayonnement pénètre légèrement dans le milieu de 
l’échantillon. Ce rayonnement est appelé onde évanescente. Si l’échantillon absorbe cette onde 
évanescente, le rayon infrarouge transmis dans le cristal est donc atténué à chaque réflexion sur le 
bord et sa composition spectrale donne un négatif du spectre d’absorption de l’échantillon. Ce 
phénomène est connu sous le nom de réflexion totale atténuée (ATR). Le traitement du signal est 
ensuite réalisé par la méthode à transformée de Fourier. L'Attenuated Total Reflection – Fourier Transformed 
InfraRed (ATR-FTIR) apporte une solution à une très grande variété de problèmes d’échantillonnage. 
C’est une technique utilisée pour des échantillons trop fins ou qui absorbent trop pour être analysés 
par spectroscopie de transmission. 
4.3.2. L’ATR-FTIR pour l’étude du complexe FeIICO des NO-Synthases 
La spectroscopie ATR-FTIR est particulièrement adaptée à l’étude du complexe FeIICO des 
hémoprotéines dont les échantillons possèdent une absorbance très élevée [193, 198-202]. Le mode 
de vibration d’élongation de la liaison C−O donne un signal observé entre 1900 et 1970 cm-1 
environ, c’est-à-dire dans une région du spectre qui ne comporte pratiquement aucun autre signal, ce 
qui rend le signal d’intérêt facile à observer et à attribuer.  
Pour les analyses par spectroscopie ATR-FTIR, l’espèce FeIICO est préparée dans une 
cuvette comme décrit en partie 3.2. De 10 à 15 μL sont prélevés avec une seringue Hamilton© et 
transférés directement dans la chambre ATR du spectromètre. L’échantillon est déposé sous la 
forme d’une goutte à la surface du cristal. On fait circuler un léger courant de CO gazeux à la surface 
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de la goutte pendant 15 minutes, ce qui permet à la fois d’assécher, de concentrer l’échantillon et de 
saturer la chambre du spectromètre en CO. La chambre est ensuite replacée à l’intérieur du 
spectromètre pour procéder aux mesures.  
 
Accumulation des spectres et traitement des données : 
Tous les spectres sont enregistrés à température ambiante avec un spectromètre FTIR 
Bruker IFS 66/S couplé à une unité ATR (Pike Technologies). Le spectromètre est relié à un 
système informatique permettant le pilotage, l’enregistrement et l’accumulation des données par le 
logiciel OPUS (OPtics Users Software, Brucker). Chaque spectre enregistré est le résultat de 
l’accumulation de 20 à 50 interférogrammes, chaque interférogramme étant le résultat de 250 
mesures réalisées avec une durée d’exposition de 1 seconde. Selon la qualité du rapport signal/bruit, 
on réalise ensuite la moyenne de 2 à 6 spectres afin d’obtenir le spectre moyen final. On réalise 
également un enregistrement de la chambre du spectromètre à vide, ce qui permet d’obtenir le 
spectre de la vapeur d’eau. Le traitement des données avec le logiciel GRAMS/32 (Galactic 
Industries Corp., USA) permet de corriger la ligne de base des spectres et d’éliminer la contribution 
de la vapeur d’eau au signal. Les composantes spectrales des signaux ATR-FTIR ont été déterminées 
de la même manière que dans le cas des spectres obtenus en spectroscopie Raman de résonance, en 
utilisant le logiciel Origin 6.0 (OriginLab Corp., USA). 
4.4. La spectroscopie de résonance paramagnétique électronique (RPE) 
Dans le cadre de ma thèse, la spectroscopie RPE a été utilisée pour caractériser des 
complexes héminiques FeIII HS, FeIII BS et FeIINO formés avec les protéines bsNOS mutées 
(Chapitre 3.1.). Elle a aussi servi à identifier les espèces présentes dans les échantillons piégés par 
freeze-quench (Chapitre 3.3.). Elle est utilisée également pour suivre l’évolution de l’espèce FeIII 
pendant les étapes de cryo-réduction et de sauts en température (Chapitre 4). 
4.4.1. Quelques généralités sur la spectroscopie RPE  
L'effet Zeeman et le facteur g : 
La spectroscopie de RPE est une technique qui permet la détection des molécules ou atomes 
dans un état de spin paramagnétique, c'est-à-dire qui comptent un ou plusieurs électrons célibataires. 
Cette méthode peut donc s’appliquer à l’étude des radicaux libres et des ions métalliques des 
métalloprotéines.  
Un électron non apparié possède un moment cinétique de spin S = 1/2 associé à deux états, 
ms = + 1/2 ou - 1/2. En l’absence de champ magnétique extérieur, les niveaux énergétiques 
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correspondant à ces deux états de spin sont dégénérés. Une molécule paramagnétique possède un 
spin électronique S non nul, et ce spin correspond à la somme des spins électroniques individuels 
des électrons de valence. Pour tout système de nombre de spin demi-entier (S =  x/2), une 
dégénérescence au moins double doit subsister en l’absence de champ magnétique (doublets de 
Kramer). Lorsqu’on applique un champ magnétique extérieur B, on observe une levée de 
dégénérescence des énergies associées aux états de spin : c’est l’effet Zeeman (Figure 39). La 
différence d’énergie ΔE entre les deux états de spin est proportionnelle à l’intensité du champ 
magnétique appliqué et vérifie la relation : ΔE = g.β.B où B est la valeur du champ magnétique, β est 
le magnéton de Bohr électronique (9,274.10-24 J.T-1), et g est le facteur de Landé caractéristique de 
l’espèce paramagnétique étudiée (2,0023 pour l’électron libre). Le principe de la spectroscopie RPE 
consiste à mesurer la différence d’énergie ΔE de manière à déterminer le facteur g associé à l’espèce 
étudiée. 
 
Figure 39 : Représentation schématique de l’effet Zeeman et du signal RPE associé pour un 
système de spin S = 1/2. 
Expérimentalement, l’échantillon reçoit une onde électro-magnétique de fréquence ν fixe et 
on fait varier le champ magnétique B0 appliqué. L’onde magnétique est absorbée pour des valeurs 
telles que B0 = ∆E/gβ : c’est le phénomène de résonance (Figure 39). Le signal observé correspond 
à la dérivée du signal d’absorption du fait de l'utilisation de la modulation en champ. 
En réalité, le facteur g est une matrice caractérisée par les 3 valeurs principales g1, g2 et g3 (ou 
gx, gy et gz). Lorsque le système étudié est isotrope, les valeurs de ces 3 paramètres sont égales 
(g1=g2=g3, voir Figure 39 : giso). Lorsqu’il est axial les valeurs g1 et g2 sont égales et la valeur g3 est 
différente (Figure 40). Lorsque le système étudié est rhombique les résonances ont 3 valeurs de g 
différentes g1≠g2≠g3 et, par convention, dans cette thèse, g1 est la valeur de g la plus élevée et g3 la 
plus faible (g1>g2>g3) (Figure 40) 
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Figure 40 : Représentation des spectres caractéristiques d’une espèce de configuration 
axiale (l'hémoglobine) ou rhombique (iNOSoxy en présence du cofacteur BH4 et du 
substrat Arg). 
Couplage Hyperfin : 
Lorsque le système paramagnétique a un spin nucléaire I non nul, ce dernier peut interagir 
avec le spin électronique : c’est le couplage hyperfin caractérisé par le tenseur A. Chaque valeur de g 
est éclatée en un nombre (2I+1) raies dont l’espacement caractérise la force du couplage. Par 
exemple, le couplage hyperfin entre un spin électronique et le spin nucléaire d’un atome d’hydrogène 
(I = 1/2) va donner un éclatement en deux raies du signal dérivé enregistré en RPE (Figure 41). 
Pour un couplage avec le spin nucléaire d’un azote 14N (I = 1), un éclatement en trois raies sera 
observé. Pour qu’une transition soit permise, elle doit satisfaire la règle de sélection : Δms = 1 et 
ΔmI = 0. 
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Figure 41 : Représentation des transitions RPE permises au sein d’un système S=1/2 en 
interaction hyperfine avec un spin nucléaire I=1/2. Le trait en pointillé (l) représente la 
transition Zeeman électronique seule. Les traits continus (k, m) représentent les transitions 
permises avec le couplage hyperfin. 
RPE à champ intense : 
La spectroscopie RPE à champ intense permet de rendre l’interaction Zeeman et son 
anisotropie dominantes. Dans ces conditions, on a : (Δg/giso) × B >> ΔH1/2 (où Δg est l’anisotropie 
du facteur g, giso la moyenne des trois valeurs principales, B l’amplitude du champ externe appliqué 
et ΔH1/2 la largeur de raie due aux couplages hyperfins non-résolus). L’anisotropie Zeeman, pour des 
radicaux organiques, n’est pas plus large que 0.01 en valeur de g. Elle est donc en général du même 
ordre de grandeur que l’interaction hyperfine et, pour des radicaux organiques, les champs intenses 
sont nécessaires pour que l’anisotropie du facteur g soit résolue. Pratiquement, pour obtenir une 
bonne résolution expérimentale des valeurs de g sur un spectre, il faut que la différence entre deux 
valeurs de g consécutives (g1−g2 ou g2−g3) soit nettement supérieure à l’élargissement de la raie due 
aux couplages non résolus.  
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4.4.2.  La spectroscopie RPE pour l’étude des complexes héminiques des NO-
Synthases 
RPE pour l'étude des hémoprotéines : configuration haut spin et bas spin 
Les propriétés magnétiques et électroniques des complexes de fer dépendent de leur état 
d’oxydation ainsi que de la nature des ligands. Pour décrire les espèces FeII (3d6) et FeIII (3d5), la 
théorie du champ de ligand est la plus utilisée. Un champ à symétrie octaédrique lève la 
dégénérescence des orbitales d du fer en deux groupes séparés par une énergie ∆. Le plus 
énergétique, noté eg, inclut deux orbitales dx²-y² et dz², qui interagissent fortement avec les orbitales des 
ligands pour former des liaisons de type . En raison de leurs orientations spatiales, les trois 
orbitales dxy, dyz et dxz de plus basse énergie, de symétrie t2g, participent principalement à des 
interactions de type  avec les orbitales des ligands. Si le champ de ligands est fort, ∆ est supérieure à 
l’énergie d’appariement des électrons et ceux-ci se répartissent dans les sous niveaux de plus faible 
énergie, donc dans les trois orbitales de symétrie t2g. Le complexe est alors dit à spin faible (S=0 
pour l’espèce FeII et S=1/2 pour l’espèce FeIII) ou bas spin (BS) (Figure 42). Si le champ de ligands 
est faible, ∆ est inférieure à l’énergie d’appariement des électrons et les électrons de valence se 
répartissent pour satisfaire la règle de multiplicité de spin de Hund. Le complexe aura alors un spin 
fort (S=2 pour l’espèce FeII ou S=5/2 pour l’espèce FeIII) ou haut spin (HS). Les électrons 
occuperont les orbitales eg et t2g (Figure 42). 
 
 
Figure 42 : Configuration électronique des orbitales 3d du fer au degré d’oxydation III en 
fonction de l’intensité du champ de ligand pour un champ octaédrique. 
La configuration bas spin, dans le cas des hémoprotéines, correspond à celle d’un ion 
ferrique 6C. Un seul doublet de Kramer ms =  1/2 est impliqué dans la transition observée [203]. 
Comme l’électron n’est pas dans une symétrie isotrope, l’interaction du spin électronique avec le 
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champ extérieur donne lieu à trois valeurs de g : gx, gy et gz. Par convention, dans le cas des 
hémoprotéines, les deux valeurs de g qui correspondent au plan de l’hème sont appelées gx et gy. La 
valeur qui correspond à la direction axiale de l’hème est appelée gz. Les espèces BS des NOS ont des 
valeurs de g proches de gz=2,3 gy=2,2 et gx=1,90 (Annexe 4). 
La configuration haut spin correspond à celle d’un hème FeIII 5C. Les valeurs de ms 
possibles sont  5/2,  3/2 et  1/2. Ces six états de spins sont regroupés en trois doublets de 
Kramer. La différence d’énergie en champ nul (Zero Field Splitting, ZFS) entre les doublets de Kramer 
de la configuration haut spin est très faible. L’effet Zeeman est alors négligeable devant le ZFS et 
celui-ci contrôle l’allure du spectre RPE. Le ZFS est caractérisé par deux paramètres énergétiques E 
et D qui correspondent, respectivement, aux paramètres rhombique et axial de l’environnement du 
fer en champ nul. Le spectre RPE du FeIII haut spin traduit majoritairement les transitions du 
doublet de Kramer le plus bas en énergie (le doublet 5/2) (Figure 43). Pour un système axial, E/D = 
0 et on observe deux résonances à des valeurs de g effectifs perpendiculaire geff┴~6 et parallèle 
geff║~2. Plus le système devient rhombique, plus la première composante se dédouble pour donner 
un spectre avec gxeff ≠ gyeff [203] et des valeurs de g proches de gxeff (ou g1eff) = 7,6, gyeff (ou g2eff) = 4 
et gzeff (ou g3eff) = 1,8 dans le cas des NOS (Figure 43, [204-207], Annexe 4). 
 
 
Figure 43 : Séparations des valeurs de geff des trois doublets de Kramer pour un complexe 
octaédrique FeIIIHS. Les valeurs de geff observées dans le cas des NOS sont indiquées par 
un trait gris. 
Conditions expérimentales :  
La spectroscopie RPE à 9,4 GHz (bande X) a été réalisée avec le spectromètre Bruker 
Elexsys E500 équipé d’une cavité standard TE pour analyser les espèces FeIII, FeIINO et le radical 
BH4
+•. La spectroscopie RPE à 285 GHz a été réalisée sur un spectromètre haut champ construit au 
laboratoire [208] pour déterminer les valeurs de g du radical BH4
+•. Le champ magnétique a été 
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calibré avec un échantillon d’oxyde de magnésium (l’erreur absolue sur la valeur de g est de 10-4. 
Cependant la précision relative de g dans nos conditions expérimentales est de 2 x 10-5). La 
température est régulée par un cryostat refroidi par un flux d’hélium (Oxford Instruments) et permet 
de stabiliser celle-ci à une valeur fixe.  
 
Les conditions d’analyses ont été adaptées à l’espèce que l’on cherche à détecter : 
- les espèces haut spin : température fixée à 10 K ± 2 K avec une puissance micro-onde de 2 
ou 4 mW et une amplitude de modulation de 1, 2 ou 2,5 mT.  
- les espèces bas spin : température fixée à 10 K ± 2 K avec une puissance micro-onde de 
0,25 mW et une amplitude de modulation de 1 mT.  
- les espèces FeIINO : température fixée à 10 K ± 2 K avec une puissance micro-onde de 
0,001 ou 0,004 mW et une amplitude de modulation de 0,4 ou 0,5 mT.  
- l'état radicalaire du cofacteur (BH4 ou THF) en bande X : la température est d’abord fixée à 
10 K avec une puissance micro-onde de 0,25 mW et une amplitude de modulation de 1 mT. 
Il est ensuite été analysé à 70 K avec une puissance micro-onde de 0,25, 0,06 ou 1 mW et 
une amplitude de modulation de 0,4 mT. La quantité de radical présent dans les échantillons 
a pu être déterminée avec une gamme de sulfate de cuivre de concentration connue (de 50 à 
300 µM) enregistrée dans les mêmes conditions d'analyse que le radical. 
- l'état radicalaire du cofacteur (BH4) à haut champ : la température est fixée à 4 K, la 
puissance micro-onde à 0,25 µW et l’amplitude de modulation à 2 mT. 
 
 Les simulations des spectres RPE ont été réalisées avec le logiciel Easyspin [209] sous 
Matlab (The MathWorks) et avec des programmes écrits au laboratoire.  
5. Cinétiques rapides pour étudier l’étape d’activation de l’oxygène 
5.1. Cinétique d’activation de l’oxygène : principe du stopped-flow 
Une des principales barrières à la compréhension du mécanisme moléculaire de la NOS est 
l'extrême rapidité réactionnelle. Le stopped-flow permet de réaliser un mélange très rapidement et de 
suivre une réaction en spectroscopie UV-Visible. Le dispositif permet d'atteindre une résolution 
temporelle allant jusqu'à la milliseconde. L'objectif des expériences réalisées en stopped-flow dans le 
cadre de ma thèse est de suivre l'étape d'activation de l'oxygène et de déterminer des vitesses de 
formation et disparition du complexe Fe
II
O2 dans différentes conditions de saturation de substrat et 
de cofacteur (Chapitre 3.2.)  
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Instrumentation utilisée : 
Les expériences de cinétique rapide ont été réalisées sur un instrument Biologic SFM-300 
(Bio-Logic Science Instruments SA, France, instrumentation également convertible en freeze-quench). 
Un bain thermostaté avec de l'éthanol permet de réguler la température généralement fixée à 4°C 
pour nos expériences. L’ensemble du dispositif est piloté par le logiciel Bio-Kine32

 (Figure 44). 
 
 
Figure 44 : Représentation schématique du montage Biologic SFM-300 en mode stopped-
flow. 
Deux seringues de 2 mL sont connectées à des réservoirs et ceux-ci sont reliés à la cellule de 
mélange par des capillaires. Les pistons servent à pousser les solutions des réservoirs dans le circuit. 
Le mélange a lieu dans la cellule de mélange et la réaction est suivie en spectroscopie UV-visible par 
un spectromètre à barrette de diode Tidas (World Precision Instruments Inc., USA). Avant toute 
utilisation l’ensemble des voies est rincé d’abord avec de l’eau ultra-pure puis avec le tampon de 
référence. Un spectre de ce tampon est enregistré, il sera soustrait aux spectres enregistrés par la 
suite.  
Les capillaires, le piston et le réservoir destinés à recevoir la solution de NOS à l'état FeII 
doivent être anaérobiques. Ils sont anaérobisés grâce à un flux d’azote continu. Le capillaire allant du 
réservoir à la chambre de mélange est abondamment rincé avec du tampon KPi pH 7,4 0,1 M 
anaérobisé et transféré dans le système avec une seringue étanche aux gaz et anaérobique. Dans la 
deuxième seringue est ajouté un tampon KPi pH 7,4 0,1 M strictement identique à celui utilisé pour 
diluer la protéine à l'exception près qu'il contient le dioxygène. Au cours du mélange, le dioxygène va 
se fixer à l’espèce FeII et la formation et la disparition de l'espèce FeIIO2 est suivie en spectroscopie 
d'absorption UV-Visible.  
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Analyse des données : 
Le système permet l’acquisition de 750 spectres et la séquence de temps est programmée afin 
de couvrir l’ensemble de la formation et de la disparition du complexe FeIIO2 (de 3 ms à 2200-5000 
ms en fonction du cofacteur utilisé). Le temps mort est estimé à 2 ms et l’intervalle de temps 
minimum entre deux spectres est de 3 ms. L’ensemble des données est enregistré par le logiciel Bio-
Kine sous un fichier 3D (longueur d’onde - temps - absorption). Les spectres d’absorption, 
enregistrés dans le temps et superposés permettent d’observer les transitions et de visualiser la 
formation et/ou la disparition de l'espèce FeIIO2 à 428 nm (Figure 45). 
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Figure 45 : Exemple de résultats obtenus en stopped-flow à 4°C pour iNOSoxy en présence 
de BH4 et d'arginine. Vitesse de formation du FeIIO2 : >50 s-1, vitesse de disparition 19 s-1. 
Les traces cinétiques sont extraites à cette longueur d’onde et les cinétiques de formation et 
de disparition de l’intermédiaire sont traitées par deux méthodes différentes. Dans un premier temps 
elles sont traitées par des fonctions bi-exponentielles par le logiciel Origin 8.0 qui permet de 
déterminer les constantes de vitesses de formation et de disparition du complexe FeIIO2 (Figure 45). 
Le logiciel Specfit/32 v3.0 37 (Spectrum associates, USA), utilisé pour réaliser une analyse globale 
matricielle des données, permet de proposer un schéma cinétique global et donne des informations 
sur les spectres des espèces de la réaction et les constantes de vitesses. 
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5.2. Piégeage de l’état radicalaire du cofacteur : principe du freeze-quench 
Tout comme le stopped-flow, le freeze-quench permet d’étudier des réactions catalytiques jusqu’à 
une résolution temporelle de l’ordre de la milliseconde. Le freeze-quench permet de stopper, par 
congélation ultra-rapide, une réaction à un temps voulu. Dans le cas de ma thèse, les intermédiaires 
réactionnels paramagnétiques piégés à ce temps donné peuvent ensuite être étudiés par 
spectroscopie RPE. Le freeze-quench a été utilisé pour piéger le cofacteur BH4 à l’état radicalaire dans 
les deux étapes du cycle catalytique de la NOS de mammifère et de la NOS bactérienne. Cela nous a 
permis de faire une étude comparative du rôle du cofacteur dans le processus d’activation de 
l’oxygène (Chapitre 3.3).  
 
Instrumentation utilisée : 
Les expériences de freeze-quench ont été réalisées avec la même instrumentation de base que 
pour le stopped-flow (Biologic SFM-300). Le montage en mode freeze-quench permet de faire passer les 
capillaires dans un « ombilic » thermostaté à 10°C par un circuit d’éthanol. La ligne de retardement 
finale permet à la fois le mélange des solutions provenant des deux voies et le vieillissement de la 
réaction étudiée. 
Comme pour le stopped-flow, l’ensemble de la voie dédiée à la protéine est préalablement 
anaérobisée à la fois par un flux d’azote continu mais aussi par le rinçage de ces voies avec le tampon 
KPi pH 7,4 0,1 M préalablement anaérobisé. 
 
 
Figure 46 : Représentation schématique du montage Biologic SFM-300 en mode freeze-
quench. 
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Le temps de vieillissement de la réaction de la NOS à l'état réduit avec le dioxygène est 
directement dépendant à la fois du volume de la ligne de retardement et du débit appliqué. A la 
sortie de la ligne de retardement le mélange est nébulisé en fines gouttelettes et projeté dans un bain 
d'isopentane refroidi à 140 K, ce qui le congèle instantanément (Figure 46). Deux séquences de tir 
sont réalisées puis les échantillons sont tassés au fond d’un tube RPE. En tenant compte du facteur 
de dilution relatif à la séquence de mélange, la protéine récupérée dans le tube RPE aura une 
concentration finale située entre 150 et 400 µM. Les espèces paramagnétiques présentes au temps de 
réaction étudié sont analysées par spectroscopie RPE en bande X et spectroscopie RPE à haut 
champ. 
 
 Pour continuer à faire évoluer la réaction stoppée par congélation, des sauts en température 
ont été effectués. L’évolution des espèces est suivie par spectroscopie RPE. Expérimentalement, les 
sauts en température sont effectués par pas de 10 K en commençant à la température de 140 K. Un 
bain d'isopentane est refroidi à la température voulue par ajout d'azote liquide. Les échantillons, 
stockés à 77 K dans l’azote liquide sont plongés pendant un temps déterminé allant de 1 min à 5 min 
dans le bain d'isopentane. Ils sont ensuite de nouveau stockés dans l'azote liquide. 
 
Validité des temps de réaction : 
Le temps total de la réaction, au moment de la congélation, est déterminé par le volume de la 
ligne de retardement, le débit appliqué, mais aussi le temps de vol entre la sortie de la ligne de 
vieillissement et le collecteur (Tableau 2). Il faudrait ajouter, à cela, le temps de congélation mais la 
nébulisation de la solution permet de considérer ce temps comme négligeable. 
Tableau 2 : Volumes de la ligne de retardement, temps de vol et temps de vieillissement 
total de la réaction étudiée pour différents débits appliqués. 
 Les temps de piégeage de la réaction doivent être le plus précis possible afin de se situer à 
proximité des maximums de formation des espèces que l’on cherche à piéger. Pour valider les temps 
de piégeages estimés en freeze-quench nous avons d’abord cinétiquement caractérisé une réaction par 
stopped-flow. Une solution d’azoture est rapidement mélangée avec une solution d’hémoglobine 
Volume de la ligne 
de retardement 
Débit (mL.s-1) Temps de vol (ms) pour d=10 cm entre 
la ligne de retardement et le collecteur 
Temps de vieillissement total 
41,6 µL 4,00 5 15 ms 
41,6 µL 1,80 11 34 ms 
41,6 µL 0,90 22 68 ms 
93,6 µL 0,63 32 181 ms 
189,5 µL 0,40 50 524 ms 
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L’espèce hémoglobine de départ est dans un état haut spin. L’azoture se fixe sur l’hème et permet la 
transition de l’hémoglobine d’un état HS (bandes d’absorption à 405, 500 et 630 nm en 
spectroscopie UV-visible) vers un état BS (bandes à 417, 545 et 576 nm, [210], Figure 47). La 
cinétique de disparition de l’espèce HS de l’hémoglobine en présence d’azoture 100 mM 
(concentration finale) a été suivie par spectroscopie UV-Visible (Figure 47) à 10°C. Les traces 
cinétiques à 405, 500 et 630 nm permettent de suivre l’évolution de la disparition du signal HS de 
l’hémoglobine FeIII au cours du temps. 
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Figure 47 : Cinétique de disparition obtenue en stopped-flow de l’espèce FeIII HS 
d’hémoglobine en présence de 100 mM d’azoture : cinétique déterminée à partir de la 
disparition de la bande à 630 nm en spectroscopie UV-visible. 
 Dans un second temps nous avons étudié la même réaction par freeze-quench. Un spectre 
d’hémoglobine est enregistré avant la réaction (t=0 ms, spectre bleu sur la Figure 48). Comme 
attendu [211], le spectre obtenu correspond à la forme HS de l’hémoglobine dont la signature 
spectrale est caractéristique d’une espèce axiale. A l’inverse, le spectre correspondant à l’espèce finale 
après la réaction avec l’azoture (spectre rouge, Figure 48) est une espèce FeIII BS qui correspond à un 
complexe 6C avec l’azoture comme sixième ligand. 
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Figure 48 : Analyses RPE des différents temps obtenus par freeze-quench de la réaction de 
l’hémoglobine avec 100 mM d’azoture. Le spectre bleu est l’espèce de départ HS et le 
spectre rouge, l’espèce finale BS. Analyses RPE en bande X et à 10 K réalisées en condition 
non saturante. 
 Le freeze-quench permet de bloquer la réaction à des temps intermédiaires (spectre noirs, 
Figure 48). La réaction a été arrêtée à des temps de piégeage allant de 25 ms à 525 ms (estimés 
comme décrit ci-dessus). L’analyse par spectroscopie RPE de chaque échantillon nous permet de 
détecter à la fois les espèces HS et BS (Figure 48). Nous déterminons alors la proportion d’espèce 
HS présente dans l'échantillon pour chacun des temps de réaction étudié (points rouges sur la Figure 
49). Nous observons que la disparition de l’espèce HS au cours du temps, observée par freeze-quench 
est similaire à la cinétique obtenue en en stopped-flow. 
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Figure 49 : Cinétique de disparition de l’espèce FeIII HS d’Hb avec 100 mM d’azoture 
obtenue en stopped-flow et comparée à celle observée en freeze-quench (points rouges). 
Ces résultats indiquent que les temps de vieillissements calculés théoriquement 
correspondent bien aux temps réels de la réaction et valident notre dispositif expérimental. 
5.3. Etude du complexe FeIIO2 par Raman de résonance : cinétiques en flux continu 
La spectroscopie Raman de résonance du complexe FeIIO2 permet de déterminer la 
fréquence de résonances des modes vibrationnels O-O et O-O (Chapitre 3.2.). Le maximum de 
formation du complexe FeIIO2 se situe avant 500 ms en présence de cofacteur BH4. Pour pouvoir 
accumuler des spectres Raman de résonance à ces temps très courts de réaction il est nécessaire de 
travailler avec un montage complexe permettant des analyses en flux continu. Les mesures ont été 
réalisées au laboratoire de biochimie et de microbiologie de l’Université de Laval (Québec, Canada) 
sur un dispositif avec un mélangeur en "T" (Figure 50, [212]).  
 
Montage expérimental : 
Deux seringues de 10 mL sont connectées à des capillaires reliés à un mélangeur en « T » 
(Custom Precision Technology, Cokato, MN). Un pousse-seringue automatique permet de maitriser 
parfaitement le débit de sortie de la seringue (Figure 50). Le mélange commence à l’endroit de 
l'introduction des solutions dans le capillaire de 250 µm de large percé dans un tube en quartz de 5 
cm de long (Friedrich & Dimmock Inc., Milville, NJ, USA). Le temps de réaction correspond à une 
distance sur le capillaire et dépend de la vitesse de poussée appliquée sur les seringues. Le laser est 
focalisé à un endroit très précis du capillaire qui correspondra au temps de réaction que l'on cherche 
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à détecter. Le positionnement du laser est déterminé par un micromètre numérique d’une résolution 
d’1 µm et le temps mort du système est estimé à 0,5 ms. 
 
 
Figure 50 : Montage utilisé pour les expériences en flux continu. 
Une solution de riboflavine, très fluorescente, permet d'optimiser facilement l'alignement du 
laser sur l'échantillon. Le laser à 441,6 nm est un laser à He/Cd (Liconix laser, Melles-Griot, Ottawa, 
ON, Canada) et celui à 413,1 nm est un laser à ion Kr (Innova 302 Kr, Coherent, Santa Clara, CA). 
La puissance appliquée est de 10 mW environ. Tous les jours un spectre de myoglobine réduite est 
enregistré. Les fréquences de résonances sont connues et permettent de calibrer le système et 
corriger d'éventuels décalages de fréquence d'un jour à l'autre. De même un spectre de tampon de 
référence (ici le tampon KPi 0,1 M pH 7,4) est enregistré avant chaque expérience afin de le 
soustraire ensuite à nos acquisitions.  
Comme en stopped-flow et en freeze-quench, la seringue et les capillaires destinés à contenir la 
NOS à l'état FeII sont anaérobisés par un lavage abondant avec le tampon KPi 0,1 M pH 7,4 
anaérobique. Au moment du mélange avec le tampon oxygéné le dioxygène se fixe sur le fer et le 
complexe FeIIO2 peut être observé par Raman de résonance. 
 
Accumulation des spectres et traitement des données : 
Le débit choisi pour la poussée des solutions dans les capillaires est de 1,25 mL.min-1. Avec 
ce débit, 1 mm parcouru dans le mélangeur en « T » correspond à 1,25 ms de temps de réaction. 
Dans le cadre de nos études, le laser a été focalisé à 3,2 mm, 8 mm, 16 mm et 32 mm afin 
d’accumuler des spectres Raman de résonance respectivement aux temps 4 ms, 10 ms, 20 ms et 40 
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ms. Dans ces conditions nous pouvons accumuler 6 spectres Raman de résonance de 1,6 minute. 
Les spectres sont traités par le logiciel GRAMS comme indiqué dans la partie 4.2.2.  
6. Nouvelle approche méthodologique pour l'étude des NO-Synthases : 
Etudes cryogéniques 
 
Réduction de l'hème par irradiation gamma : 
La complexité à résoudre le mécanisme de la NO-synthase réside dans la rapidité des 
réactions moléculaires. Les méthodes cinétiques traditionnelles ont montré leur limite dans la 
résolution de ce mécanisme et de nouvelles approches se développent. Parmi celles-ci, la cryo-
réduction couplée à des sauts en température a prouvé tout son intérêt dans l'étude de certains 
mécanismes moléculaires [133, 138, 183, 184]. 
Dans le cadre de ma thèse la cryo-réduction a été utilisée afin d'évaluer la capacité de cette 
méthode à initier la réaction catalytique de la NOS c'est-à-dire à fournir le premier électron 
nécessaire à la réduction du FeIII en FeII (Chapitre 4.). Cet électron est fourni par irradiation gamma 
de l'échantillon à l'état FeIII par une source de cobalt 60 à 77 K. Dans ces conditions standard de 
température les mouvements moléculaires sont extrêmement limités et diminuent fortement la 
réactivité du site actif. Cela permettrait ainsi de piéger l'espèce FeII de départ.  
 
Principe de l’effet Compton : 
L'effet Compton s'applique au rayonnement gamma émis par le cobalt 60, c'est-à-dire que 
l'énergie du rayonnement est supérieure à celle nécessaire pour éjecter un électron du cortège 
électronique de l'atome. Un électron est éjecté et la différence d'énergie est réémise sous forme d'un 
photon gamma dans une direction différente de celle du photon d'origine. La réduction du fer 
pourra être réalisée par deux biais (Figure 51). L'électron, directement éjecté par le photon  
incident, peut réduire directement l'espèce FeIII en espèce FeII. Cet électron peut aussi réagir avec le 
solvant, ici l’eau. La radiolyse de l’eau va aboutir à la production in situ d'espèces oxydantes ou 
réductrices OH• et H• qui seront à leur tour des réducteurs potentiels pour le fer. 
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Figure 51 : Irradiation gamma et réduction du fer. 
Les échantillons, congelés dans de l’azote liquide, sont irradiés à 77 K au Laboratoire de 
Chimie Physique d’Orsay par une source panoramique de cobalt 60 (IL 60PL, Cis-Bio International). 
Les échantillons sont placés de manière à recevoir la même dose pendant l'irradiation et sont irradiés 
pendant un temps allant de 20 à 50 heures. Le débit de dose est de 20 à 30 Gy.min-1 (déterminé par 
un dosimètre Fricke). La dose totale reçue varie donc de 24000 Gy à 76500 Gy. Après irradiations, 
les échantillons sont stockés à 77 K dans de l'azote liquide. 
 
Analyse des échantillons irradiés : 
Nous avons étudié l'effet de la dose d’irradiation, de la présence ou absence de substrat, de la 
présence ou absence de cofacteur, de la présence ou absence de dioxygène. Nous avons analysé les 
signatures spectrales des espèces présentes après irradiation par spectroscopie Raman de résonance 
(à 441,6 nm et 413,1 nm) et par spectroscopie RPE avant et après irradiation. En Raman de 
résonance à 413,1 nm nous suivons l'apparition de fréquence de résonance spécifique au FeII 
(Annexe 4). L'analyse du spectre obtenu en Raman de résonance après irradiation est complexe de 
par la présence d'un mélange d'espèces différentes dans l'échantillon. La spectroscopie RPE nous 
permet de suivre l'évolution du signal FeIII.  
 
Sauts en température : 
 Les sauts en température ont été utilisés pour faire évoluer la réaction catalytique pas à pas. 
Expérimentalement, ils sont effectués comme expliqué en partie 5.2. pour les échantillons piégés par 
freeze-quench et pour chaque saut, les échantillons sont analysés par spectroscopie Raman de 
résonance et/ou par spectroscopie RPE. 
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CHAPITRE 3 
Activation de l’oxygène
- 104 - 
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1. Influence de l'environnement proximal sur l'activation de l'oxygène : étude 
de la mutation du tryptophane Trp 66 de Bacillus subtilis. 
1.1. Introduction  
Effet push : 
L’activation de l’oxygène dans la première et la deuxième étape est contrôlée par un 
processus bien connu chez les hémoprotéines : l’effet push-pull. L’effet pull correspond à l'attraction 
électronique de l'environnement distal et est contrôlé par le réseau de liaisons H distal. L'effet push 
est, quant à lui, contrôlé par l'environnement proximal de l'hème. Comme les cytochromes P450 la 
liaison fer-soufre proximale est centrale pour la réactivité du fer [164, 213]. Le ligand cystéine est à 
l'origine d'une donation électronique vers le fer : la densité électronique sur le fer et 
l'électronégativité de l'hème augmentent [70, 93]. Ce phénomène participe au clivage hétérolytique 
de la liaison O-O dans la première étape du cycle catalytique et contrôle la stabilité des 
intermédiaires réactionnels, c'est l'effet push. Une modification de l’environnement de la liaison fer-
soufre peut donc avoir des conséquences significatives sur cet effet push.  
 
Compétition entre ligand proximal et ligand distal : 
Le ligand proximal, en tant que ligand « trans », influence fortement les propriétés des 
complexes fer-oxygène produits au cours du cycle catalytique. En effet, le ligand proximal et le 
ligand distal sont en compétition pour établir la liaison  avec le fer par l’intermédiaire de son 
orbitale vide dz² : plus le caractère donneur  du ligand proximal est grand, plus l’interaction du 
ligand proximal avec l’orbitale dz² du fer et avec les orbitales  de la porphyrine est forte, par 
conséquent plus la liaison  entre le fer et le ligand distal est faible. La force de la liaison entre le fer 
et le soufre proximal est donc considérée comme primordiale pour la régulation de la densité 
électronique de l’hème et de la force de la liaison entre le fer et le ligand distal.  
 
Liaison H entre le tryptophane et la cystéine proximale :  
Contrairement aux cytochromes P450, le soufre de la cystéine proximale (Cys 72 dans le cas 
de bsNOS) [90, 93, 94] forme une liaison H avec le groupement indole d'un résidu tryptophane Trp 
66 pour bsNOS (Figure 52) (Trp 188 pour iNOS murine, Trp 409 pour nNOS de rat et Trp 180 
pour eNOS bovine). 
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Figure 52 : Représentation de la liaison H entre le tryptophane Trp 66 et la cystéine 
proximale de Bacillus subtilis (Selon la numérotation de Adak et al. [68]). 
Cette liaison H supplémentaire a un impact sur les propriétés électroniques de la liaison fer-
soufre [167], sur l'effet push et sur la compétition entre le ligand proximal et le ligand distal sur le fer. 
En plus de la liaison H, le Trp est impliqué dans des interactions d'empilement  avec la porphyrine 
[72, 91, 165]. 
 
Objectifs de l’étude : 
Pour mieux appréhender l’importance de cette liaison H dans le cas des NOS, nous 
proposons ici une analyse comparative de 5 différents mutants qui vont affecter la liaison H en 
relation avec le thiolate proximal du fer (Figure 53). Plusieurs mutations ont été envisagées : la 
mutation histidine (H) qui maintient voire renforce la liaison H [166], les mutations phénylalanine 
(F) et tyrosine (Y) qui suppriment la liaison H; la mutation leucine (L) qui supprime à la fois la 
liaison H et les interactions d'empilement  avec la porphyrine mais maintient quelques interactions 
hydrophobes avec l'hème et le mutant alanine (A) qui supprime l'ensemble des interactions 
possibles. 
 
 
Figure 53 : Formule chimique des acides aminés utilisés pour remplacer le Trp 66. 
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Les mutations phénylalanine (F) et tyrosine (Y) ont déjà été étudiées dans le cas de nNOS 
[165] et plus récemment dans le cas de eNOS et saNOS [167]. Le mutant histidine (H) a été étudié 
avec iNOSoxy (W188H) [166] et le mutant lysine (L) avec nNOS [182]. Les mutations F, Y, H, L et 
A n'ont jusqu'à présent jamais été obtenues sur la même NO-synthase. En effet, certaines de ces 
mutations (plus spécialement les mutations L et A) déstabilisent le site actif de manière significative 
et ne permettent pas d'exprimer et de purifier une protéine stable dans le cas de la NOS de 
mammifère. 
 Notre projet était de réaliser une étude complète de ces mutations sur une seule NOS. Afin 
d'obtenir des mutants plus robustes et plus stables nous avons travaillé sur une NOS bactérienne : la 
NOS de Bacillus subtilis. Nous avons étudié l'effet de toutes ces mutations proximales sur les 
propriétés électroniques de l'hème et leurs conséquences sur l'activation de l'oxygène. Nous avons, 
pour cela, étudié différents complexes héminiques et leurs signatures spectrales (spectroscopies UV-
visible, RR, ATR-FTIR, RPE). Dans un premier temps, la protéine sauvage (WT) et chaque mutant 
de bsNOS ont été étudiés à l'état FeIII en présence et en absence de substrat. Dans un second temps 
les complexes Fe-XO, mimes du complexe FeIIO2, ont été analysés par spectroscopie RPE, ATR-
FTIR et Raman de résonance. Enfin nous avons évalué l'activité de ces mutants en mesurant la 
production en nitrite et nitrate pour chacun d'eux. L'ensemble des résultats présentés dans cette 
partie correspond à l'article joint en Annexe 1 [8]. 
1.2. Effet de la mutation sur l’équilibre haut spin – bas spin 
Expression et purification des mutants : 
 L'expression et la purification des protéines mutantes ont permis d'obtenir de 10 à 20 mg de 
protéine par litre de culture à l'exception du mutant W66A (voir Chapitre 2, 1.3.). Ce dernier n'a pas 
pu être purifié en grande quantité et de manière stable prouvant que la mutation alanine déstructure 
significativement l'environnement proximal du site actif. Elle ne permet plus l'incorporation de 
l'hème, la dimérisation et altère la stabilité globale de la protéine. Ce mutant n'a donc pas pu être 
étudié. Cet effet avait déjà été observé dans le cas des mammifères avec les mutants iNOS W188F et 
nNOS W409L qui se sont avérés également incapables d'incorporer l'hème [182, 196, 214, 215] 
 
Etude de l’espèce FeIII en absence de substrat et de cofacteur : 
 Afin de connaître l'effet de la mutation sur l'état de coordination du fer, les mutants qui ont 
pu être purifiés ont d'abord été analysés par spectroscopie UV-Visible et par spectroscopie RPE a 
l'état FeIII sans substrat ni cofacteur. 
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Figure 54 : Spectres UV-Visible de bsNOS sauvage et des mutants W66 H, F, Y et L à l'état 
FeIII en absence de cofacteur et de substrat. 
 En absorption électronique (Figure 54), la protéine sauvage et le mutant W66H, sans 
substrat, ont des spectres caractéristiques d'une protéine presque totalement à l'état FeIII HS-5C 
(bande de Soret à 396 nm). Les mutants F, Y et L ont tous un spectre ayant un épaulement aux 
alentours de 417 nm suggérant la présence d'une fraction de protéine à l'état FeIII BS-6C.  
 En spectroscopie RPE (voir Chapitre 2, 4.4.), la signature spectrale de la protéine bsNOS 
sauvage sans substrat met en évidence la présence de 2 espèces. La première (majoritaire) 
correspond à un fer à l'état FeIII HS-5C caractérisé par 3 valeurs de geff; la seconde espèce (très 
minoritaire) est un FeIII BS-6C (Figure 55). 
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sans substrat, sans cofacteur 
E/D E strain 
(% de E) 
g1eff g2eff g3eff 
WT 0,074 15 7,59 4,22 1,83 
W66H 0,076 18 7,63 4,18 1,82 
W66Y 0,088 30 7,84 3,91 1,77 
W66F 0,091 21 7,89 3,84 1,75 
W66L 0,104 19 8,09 3,57 1,69 
Figure 55 : Spectres RPE en bande X à 10 K de 
bsNOS et des mutants H, F, Y et L à l'état FeIII en 
absence de cofacteur et de substrat (en noir) et 
simulations (en bleu). 
Tableau 3 : Valeurs de geff du FeIII HS sans substrat et 
sans cofacteur. 
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 Tout comme en UV-Visible, les mutants W66F et W66Y montrent une plus grande 
proportion d'espèces BS contrairement à la protéine sauvage et au mutant W66H. Cette différence 
suggère que la suppression de la liaison H engendrée par les mutations F et Y, en absence du 
substrat, a un effet direct sur la coordination et l'état de spin du fer et sur la structuration du site 
actif. Elle favorise la fixation d'une molécule d'eau sur le fer et l'adoption de la configuration bas 
spin. De manière surprenante, la mutation qui modifie le plus l'environnement proximal (la mutation 
L) a une proportion d'espèce BS relativement faible comparée aux autres mutants. 
 La simulation des signaux FeIII prend en compte l'effet Zeeman et l'éclatement en champ nul 
caractérisé par les paramètres D et E (voir Chapitre 2, 4.4.2.). En absence de substrat la valeur E/D 
augmente dans l'ordre WT<W66H<W66Y<W66F<W66L et permet de distinguer deux groupes : 
les signaux RPE du FeIII HS de la protéine sauvage et du mutant W66H sont moins anisotropes que 
ceux obtenus avec les mutants W66Y, W66F et W66L (Tableau 3). 
  
 L'étude de l'espèce minoritaire FeIII BS permet de confirmer la constitution des deux groupes 
définis d'après l'étude de l'espèce FeIII HS. Les FeIII BS de la protéine sauvage et du W66H sont 
similaires et les mutants F et Y ont une plus faible anisotropie de g pour cette espèce (Figure 56, 
Tableau 4). 
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 FeIII BS,  
sans substrat, sans cofacteur 
 g1  g2  g3 giso g 
(H strain en MHz) 
WT 2,45 (500) 2,29 (0) 1,90 (200) 2,21 0,55 
W66H 2,45 (450) 2,29 (0) 1,90 (157) 2,21 0,55 
W66Y 2,41 (360) 2,27 (0) 1,93 (103) 2,20 0,48 
W66F 2,39 (260) 2,27 (0) 1,93 (77) 2,20 0,46 
Figure 56 : Spectres RPE en bande X à 10 K du FeIII 
BS de bsNOS sauvage et des mutants H, F et Y en 
absence de cofacteur et de substrat (en noir) et 
simulations (en bleu). 
Tableau 4 : Valeurs de g du FeIII BS sans substrat et sans 
cofacteur. 
Rôle du substrat sur la transition FeIIIBS  FeIIIHS : 
 La structure des NOS bactériennes est peu sensible à la présence ou l'absence de cofacteur. 
En revanche, la présence du substrat a plus d'effets structuraux. Ainsi, les propriétés électroniques 
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de l'hème des mutants ont été étudiées par spectroscopie UV-visible et RPE en présence du substrat 
arginine. Ce dernier a pour effet d'augmenter drastiquement l'homogénéité structurale de la protéine. 
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Figure 57 : Spectres UV-Visible de bsNOS sauvage et des 
mutants H, F, Y et L à l'état FeIII et en présence du 
cofacteur et du substrat arginine. 
Figure 58 : Spectres RPE en bande X à 10 K de 
bsNOS sauvage et des mutants H, F, Y et L à l'état 
FeIII en absence de cofacteur et en présence du 
substrat arginine (en noir) et simulations (en bleu). 
 En présence d'arginine les spectres UV-Visible et RPE sont uniquement constitués d'un 
signal HS-5C et ceci pour tous les mutants (Figure 57 et Figure 58, spectres noirs). L'ajout de 
l'arginine permet d'obtenir des spectres UV-visible ayant une bande de Soret aux alentours de 396 
nm pour les cinq protéines étudiées (Tableau 5). En spectroscopie RPE on observe des raies de 
résonance plus fines et l'anisotropie du signal évolue dans le sens W66H<WT< 
W66Y<W66F<W66L (Tableau 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Soret,  
avec Arg 
RPE FeIII HS,  
avec Arg 
 max (nm) E/D E strain 
(% de E) 
g1eff g2eff g3eff 
WT 396 0,080 15 7,70 4,09 1,80 
W66H 395 0,077 19 7,65 4,15 1,82 
W66Y 396 0,090 11 7,87 3,86 1,75 
W66F 396 0,094 12 7,93 3,78 1,74 
W66L 396 0,105 14 8,10 3,55 1,68 
Tableau 5 : Valeurs de la bande de Soret, valeurs de geff et rapport E/D du FeIII HS de 
bsNOS sauvage et des mutants H, F, Y et L en présence de substrat. 
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 Ces résultats montrent que tous les mutants sont capables de fixer le substrat. Celui-ci induit 
une meilleure structuration du site actif et la configuration FeIII HS-5C est adoptée. Cet effet est 
exacerbé pour les mutants F et Y qui avaient une plus grande proportion d'espèce BS en absence de 
substrat.  
 
Conclusion de l’étude de l’espèce FeIII : 
 En conclusion de l'étude de l'état FeIII de la protéine, nous pouvons noter que les mutants 
arrivent à incorporer l'hème et à se structurer malgré la modification de l'environnement proximal de 
l'hème (à l'exception du mutant W66A). Ils sont tous capables de fixer le substrat comme le prouve 
la transition électronique BS→HS en présence de celui-ci.  
 Les études en spectroscopie UV-visible et RPE aboutissent à la distinction de deux groupes 
corrélés à la présence ou non d'une liaison H forte entre le résidu 66 et la cystéine en liaison 
proximale du fer. Le mutant histidine, qui maintient la liaison H, garde des propriétés 
électroniques proches de la protéine sauvage : même état de spin, même coordination, 
signatures spectrales similaires. Les mutants F, Y et L (qui rompent cette liaison H) 
induisent des modifications structurales et électroniques plus importantes.  
1.3. Effet de la mutation sur l’effet push 
Le complexe FeIICO : 
Le complexe FeIICO est couramment utilisé comme modèle pour analyser l'influence de 
l'environnement héminique sur la structure du complexe FeIIO2 [159, 163, 192, 216]. Le CO est un 
ligand à la fois donneur  et accepteur . Il se lie au fer de l’hème par une interaction de donation 
des électrons du carbone vers l’orbitale vide dz² du fer (liaison ) et par une interaction de rétro-
donation des électrons des orbitales d du fer vers les orbitales antiliantes * de CO (Figure 59). 
L’addition de ces deux effets entraîne une diminution de l’énergie électronique du bloc d du fer, ce 
qui contribue à la forte stabilité du complexe. 
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Figure 59 : Structure électronique d'un complexe FeIICO. 
Quand le CO se fixe sur le fer il y a une compétition entre le ligand proximal et le CO pour 
la liaison  pour l'orbitale dz² de l'atome de fer. Les variations des propriétés électroniques du lien 
thiolate et de l'effet push (engendrées par les mutations) vont impacter sur cette compétition, vont 
modifier la stabilité du complexe et engendrer des modifications sur les signatures spectrales du 
complexe FeIICO.  
 
Test P450 et étude de la stabilité du lien fer-soufre : 
Pour commencer, le spectre UV-visible du complexe FeIICO a été enregistré en absence du 
substrat et du cofacteur (Figure 60, spectres bleus). 
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Figure 60 : Spectres UV-Visible du complexe FeIICO de bsNOS sauvage et des mutants H, 
F, Y et L en absence (en bleu) ou en présence (en noir) du cofacteur et du substrat. 
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Sans substrat, la protéine sauvage et le mutant W66H montrent un complexe FeIICO avec une 
contribution spectrale P450 majoritaire, reflet d'une espèce hexacoordonnée. En revanche le mutant 
W66L montre une bande à 420 nm caractéristique d'une espèce ayant subi une altération du ligand 
proximal : état lié à la diminution de la force de la liaison fer-soufre [113, 187, 217, 218]. Les mutants 
W66F et W66Y sont plus hétérogènes et montrent un mélange de ces deux espèces. 
L'ajout du substrat (Figure 60, spectres noirs) modifie l'équilibre P420/P450 en faveur de la 
forme P450 ce qui confirme, une fois de plus, que tous les mutants sont aptes à fixer le substrat. La 
proportion d'espèce P420 suggère que les mutations vont diminuer la stabilité de la liaison proximale 
dans l'ordre suivant WT/W66H>W66F/W66Y>W66L. Cette instabilité est exacerbée en absence de 
substrat et de cofacteur (Figure 60, spectres bleus).  
Le mutant W66L supprime à la fois la liaison H et les interactions d'empilement . Il ne 
permet plus la formation d'un complexe FeIICO stable. Nous observons une forme presque 
exclusivement P420 et ce, même en présence de substrat. Cela montre toute l'importance des 
interactions d'empilement  dans la structuration du site actif.  
Par ailleurs des résultats similaires ont été rapportés avec les mutants F et Y de eNOS et 
confirment l’importance du substrat et du cofacteur pour la stabilité du lien thiolate [167]. Le test 
P450 de ces mutants montre une grande proportion d’espèce P420 en absence de substrat et de 
cofacteur : jusqu’à 50 % pour le mutant W180F. En présence de ceux-ci la proportion d’espèce P450 
est supérieure à 80 % [167]. 
 
Déplacement de la bande de Soret et basicité de la cystéine Cys 72 : 
La bande de Soret du complexe FeIICO est à 446,5 nm pour la protéine sauvage. Pour les 
mutants F et Y, cette bande de Soret est déplacée vers le rouge (à 449 nm et 448,5 nm) alors que 
pour le mutant W66H, elle est déplacée vers le bleu (441,5 nm) (Tableau 6). Le déplacement de la 
bande de Soret à environ 449 nm pour les mutants F et Y suggère que la densité électronique sur le 
fer est supérieure à celle de la protéine sauvage et indique que la basicité du ligand proximal cystéine 
est augmentée. 
 
 
 
 
 WT W66H W66F W66Y 
FeIICO 450 nm 
FeIICO 420 nm 
446,5 441,5  449,0 
420,5 
448,5 
419,5 
Tableau 6 : Valeur de la bande de Soret des complexes FeIICO de bsNOS sauvage et des 
mutants H, F, et Y. 
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Cette observation peut être expliquée par la rupture de la liaison H pour les mutants F et Y, 
ce qui augmente alors les propriétés d'électro-donation de la cystéine vers le fer. A l'inverse, le 
mutant H renforce la liaison H et aurait pour effet de diminuer la donation électronique de la 
cystéine vers le fer. Cela expliquerait la diminution de la valeur de la bande de Soret à 441,5 nm dans 
ce cas. 
Le déplacement de la bande de Soret vers le rouge a déjà été observé pour le mutant F de 
eNOS (445 nm  448 nm) et les mutants F et Y de saNOS (447 nm  449 nm) [167, 219]. Cet 
effet est expliqué par une augmentation de la basicité de la cystéine et une augmentation de la 
densité électronique sur l’hème dues à la rupture de la liaison H [167, 219]. A l’inverse, en présence 
de substrat et de cofacteur, la bande de Soret du mutant Y de eNOS ne varie pas par rapport à la 
protéine sauvage. Il a été proposé que la basicité de la cystéine ne change pas pour ce mutant et que 
la tyrosine maintienne toujours une liaison H entre son groupement hydroxyle et le soufre de la 
cystéine [167]. Dans le cas du mutant W66Y de bsNOS, la bande de Soret est déplacée vers le rouge 
et nos données sont en faveur de la rupture de la liaison H et de l’augmentation de la basicité de la 
cystéine.  
D'une manière globale le test P450 indique un effet opposé des mutations sur la 
stabilité du ligand proximal. Le mutant W66H (qui renforce la liaison H avec la cystéine) a 
une liaison fer-soufre proximale plus stable et celle-ci est moins électro-donatrice vers le fer. 
Les mutants F et Y (qui suppriment la liaison H) ont une liaison fer-soufre proximale plus 
instable et celle-ci est plus électro-donatrice vers le fer. 
 
Analyse des modes vibrationnels du complexe FeIICO : 
Nous avons approfondi l'analyse du complexe FeIICO par des analyses en spectroscopie 
Raman de résonance et ATR-FTIR (voir Chapitre 2, 4.2. et 4.3.) qui ont permis de déterminer la 
fréquence de la déformation Fe-C-O et les fréquences des élongations Fe-CO et C-O. Les fréquences de 
ces modes vibrationnels sont sensibles à la structure électronique du ligand proximal et aux 
interactions stériques ou polaires de l'environnement distal [192, 216]. Les variations des propriétés 
électroniques du ligand proximal vont avoir une influence sur la compétition  entre le ligand 
proximal et le ligand distal et peuvent engendrer des déplacements des fréquences Fe-C-O, C-O et    
Fe-CO.  
Le spectre Raman du complexe FeIICO a été enregistré pour les différents mutants en 
présence du substrat et du cofacteur (à l'exception du mutant W66L dont le complexe FeIICO est 
instable). La partie du spectre analysée se situe entre 450 et 600 cm-1 où l'on trouve les fréquences de 
résonance de la déformation Fe-C-O (Fe-C-O) et de l'élongation Fe-CO (Fe-CO) [102, 115, 195]. Les 
données confirment toutes la présence d'une espèce BS-6C. 
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450 500 550 600
W66Y
W66F
WT
W66H
Nombre d'onde (cm
-1)
 
 
 WT W66H W66F W66Y 
Fe-CO 501,0 504,5 500,0 501,5 
Fe-C-O 567,0 567,0 566,0 567,0 
Figure 61 : Spectres RR du complexe FeIICO de bsNOS 
sauvage et des mutants H, F et Y en présence de substrat 
et de cofacteur (en noir) et déconvolution (en bleu). 
Tableau 7 : Valeurs des fréquences de résonance      
Fe-C-O, Fe-CO obtenues par spectroscopie RR. 
 Les spectres ont été simulés par une fonction multi-lorentzienne (en bleu sur la Figure 61). La 
fréquence de résonance Fe-C-O a été observée aux alentours de 567 cm
-1 quel que soit le mutant. 
L'absence de changement sur le mode de déformation montre que la mutation n'affecte pas la 
géométrie du complexe FeIICO [163]. Cela confirme les résultats obtenus précédemment avec les 
mutants de eNOS (W180F et W180Y) et saNOS (W56F, W56Y et W56H) pour lesquels la 
fréquence de résonance de la déformation Fe-C-O est également inchangée par rapport à la protéine 
sauvage [167, 219]. Pour la protéine sauvage bsNOS, la fréquence de résonance Fe-CO est de 501  
cm-1. Cette valeur diminue à 500 cm-1 pour le mutant W66F mais est augmentée jusqu'à 504,5 cm-1 
pour le mutant W66H (Tableau 7). Ces résultats indiquent que la liaison Fe-C est plus forte pour le 
complexe FeIICO du mutant W66H et plus faible pour les mutants F et Y. Ces déplacements de 
fréquence sont similaires à ceux décrits dans la littérature pour les mutants de saNOS (W56H : 505 
cm-1 > saNOS WT : 502 cm-1 > W56Y et W56F : 500 cm-1) [167]. 
  
 Pour déterminer la fréquence d'élongation C-O, les mêmes complexes ont été étudiés par 
ATR-FTIR (Figure 62). 
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Nombre d'onde (cm
-1)
W66Y
W66F
WT
W66H
 
 
 WT W66H W66F W66Y 
C-O (cm-1) 1917 1920 1913 1913 
     
Figure 62 : Spectres ATR-FTIR du complexe FeIICO 
de bsNOS sauvage et des mutants H, F et Y en 
présence de substrat et de cofacteur (en noir) et 
déconvolutions (en bleu). 
Tableau 8 : Valeurs des fréquences C-O obtenues par 
ATR-FTIR. 
La fréquence d'élongationC-O du mutant W66H est déplacée à 1920 cm
-1 par rapport à la 
protéine sauvage qui a une fréquence de 1917 cm-1. Elle est diminuée à 1913 cm-1 pour les mutants F 
et Y (Tableau 8). Ces résultats indiquent une augmentation de la force de la liaison C-O pour le 
mutant H et une liaison plus faible pour les mutants F et Y.  
 
Interaction du complexe FeIICO avec l’environnement distal : 
Quand il se lie à l’hème, CO est un ligand donneur  et accepteur . De la rétro-donation 
des orbitales liantes d  du fer vers les orbitales * antiliantes de CO [220] résulte un renforcement 
de la liaison Fe-C (augmentation de Fe-CO) et un affaiblissement concomitant de la liaison C-O 
(diminution de C-O). Ce phénomène est à l’origine de la corrélation inverse entre les fréquences Fe-
CO et C-O qui a été observée et largement étudiée pour de nombreuses hémoprotéines (myoglobines, 
cytochromes P450, NOS de mammifères, NOS bactériennes, Figure 63) [192, 193, 198-200, 216, 
221]. Dans un environnement distal fortement polaire (en présence de substrat par exemple), 
l’apparition d’une charge partielle négative sur l’atome d’oxygène du complexe FeIICO entraîne 
l’augmentation de Fe-CO et la diminution de C-O et cela correspond à un point plus à gauche sur la 
droite de corrélation (plus de rétro-donation). 
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Figure 63 : Corrélation inverse observée pour différentes hémoprotéines entre les 
fréquences d’élongations Fe-CO et C-O [192, 216, 221]. La droite de corrélation tracée en 
bleu correspond aux mNOS, celle en rouge à bsNOS. « SF » indique les points qui 
correspondent à une protéine sans substrat. Les points verts correspondent aux protéines 
mutées. 
Dans le cas des NOS il a été proposé que le complexe FeIICO existe sous deux formes 
mésomériques distinctes [118, 186, 188, 197]. En absence de substrat et de cofacteur (symbolisé par 
SF1 et SF2 sur la Figure 63), la structure de la protéine serait majoritairement relâchée avec un 
environnement distal de l’hème faiblement électropositif qui correspond à une fréquence de 
vibration Fe-CO basse et une fréquence de vibration C-O élevée. La fixation du substrat (Arg ou 
NOHA sur la Figure 63) au niveau du site actif introduit une charge positive à proximité de l’hème. 
La protéine adopterait majoritairement une conformation plus resserrée ce qui entraînerait une 
augmentation de la polarité de l’environnement distal de l’hème, une augmentation de la fréquence 
d'élongation Fe-CO et une diminution de la fréquence de vibration C-O.  
 
Interaction du complexe FeIICO avec l’environnement proximal : 
L’étude des fréquences associées aux modes de vibration des liaisons Fe-CO et C-O permet 
également d’obtenir des informations sur la nature du ligand proximal et la force de son caractère 
donneur . Le ligand proximal et le ligand distal sont en compétition pour établir une liaison  avec 
le fer par l’intermédiaire de son orbitale vide dz². Plus le ligand proximal est un bon donneur , plus 
la liaison  entre le fer et le ligand distal CO est faible. Les complexes FeIICO des hémoprotéines qui 
possèdent le même ligand proximal, comme la famille des myoglobines (le ligand proximal est une 
histidine), sont situés sur la même droite de corrélation. Le remplacement du ligand histidine par un 
ligand meilleur donneur , comme dans la famille des cytochromes P450 dont le ligand proximal est 
une cystéine, entraîne une diminution très importante de la force de la liaison Fe-C ce qui se traduit 
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par un décalage vers le bas de la courbe de corrélation. On peut remarquer que les complexes 
FeIICO de la famille des NOS se situent sur une droite de corrélation distincte de celle de la famille 
des cytochromes P450 bien que ces deux protéines aient une cystéine proximale. L’établissement 
d'une liaison H entre le tryptophane proximal et le thiolate du fer chez la NOS conduit à 
l’affaiblissement du caractère donneur  de la cystéine. Dans le cas des cytochromes P450, ce résidu 
tryptophane et la liaison H qui lui est attribuée n’existe pas, ce qui explique l'augmentation du 
caractère donneur  de la cystéine, et l'affaiblissement de la liaison Fe-C. Les NOS bactériennes se 
situent sur une droite de corrélation différente des NOS de mammifère. Cela peut être expliqué par 
la force de liaison fer-soufre qui est plus élevée dans le cas de bsNOS. La fréquence d’élongation  
Fe-S a une valeur de 337-338 cm
-1 dans le cas de la NOS de mammifère [102, 191] et de 342 cm-1 
dans le cas de bsNOS [102]. Cette différence peut expliquer la diminution de la force de la liaison 
Fe-CO dans le cas de bsNOS (et expliquerait la diminution de la fréquence d’élongation Fe-CO) mais 
est surprenante au vu de la structure du site actif de bsNOS qui est hautement similaire à celui de la 
NOS de mammifère [90].  
L’étude des fréquences Fe-CO et C-O du complexe Fe
IICO permet donc d’obtenir des 
renseignements sur la force de la liaison entre le fer et son ligand proximal et donc de l'effet électro-
donneur du thiolate (effet push), qui est un paramètre essentiel au contrôle de la réactivité du 
complexe FeIIO2 au cours du cycle catalytique des NOS. 
 
Caractère électro-donneur du ligand proximal dans le cas des mutants : 
Nous avons positionné nos protéines mutantes sur le graphique de corrélation Fe-CO /CO. 
Les résultats confirment la constitution de deux groupes. D'un coté, le mutant W66H a tendance à 
augmenter la valeur d'élongations Fe-CO (501 cm
-1 pour la protéine sauvage et 504,5 cm-1 pour le 
mutant W66H) et se rapproche de la famille des NOS de mammifère. La liaison H de l'histidine 
diminue le caractère donneur du thiolate vers le fer (par rapport à la protéine sauvage). Il en 
résulte une diminution de la compétition  entre ligand proximal et ligand distal et une 
augmentation de la force de la liaison Fe-C. Cela correspond à un point au-dessus de la droite de 
corrélation (en vert Figure 63). De l'autre coté les mutants F et Y qui maintiennent (pour le mutant 
Y) voire abaissent légèrement (pour le mutant F) la valeur d'élongations Fe-CO aux alentours de 500-
501 cm-1. La suppression de la liaison H, permet d'augmenter le caractère électro-donneur du 
thiolate vers le fer et entraîne une augmentation de la compétition  avec le ligand distal. Cela a pour 
conséquence la diminution de la force de liaison Fe-C et cela correspond à un point en dessous de la 
droite de corrélation (en vert sur la Figure 63).  
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Le même genre de résultat avait déjà été observé avec l'étude du complexe FeIICO des 
mutants F et Y de eNOS (W180F, W180Y) et saNOS (W56F, W56Y) [167, 219]. Les données 
montrent une diminution de la fréquence d’élongation Fe-CO et confirment un effet push exacerbé 
pour ces mutants. Le mutant W56H de saNOS [219] a pour effet d’augmenter la fréquence 
d’élongation Fe-CO et confirment la diminution de l’effet push via le renforcement de la liaison H 
pour ce mutant 
 
L’analyse des modes vibrationnels du complexe FeIICO apporte de nombreuses 
informations sur le caractère électro-attracteur de l’environnement distal, le caractère électro-
donneur de l’environnement proximal et l’effet push de la liaison fer-soufre. Dans le cas de nos 
protéines de bsNOS mutées, la constitution des deux groupes observée avec la protéine à l’état FeIII 
est confirmée. D’un coté le mutant H diminue le caractère électro-donneur de la liaison fer-
soufre et par conséquent l’effet push alors que les mutations F et Y augmentent cet effet 
push. 
 
Outre CO, NO est aussi une sonde sensible à la structure électronique de l'hème et à son 
environnement proximal. 
1.4. Effet de la mutation sur la stabilité de la liaison fer-soufre 
Etude du complexe Fe-NO par spectroscopie d’absorption UV-Visible : 
 Le complexe FeIIINO est relativement stable aussi bien dans le cas de bsNOS sauvage que 
pour les mutants en absence (Figure 64 A) ou en présence (Figure 64 B) de substrat et de cofacteur. 
La mutation n'affecte pas de manière significative l'état de coordination du fer pour le complexe 
FeIIINO qui reste BS-6C. La bande de Soret varie de 433 nm pour le mutant W66H à 440 nm pour 
la protéine sauvage (Tableau 9) mais n’est absolument pas modifiée par la présence (+/+ dans le 
Tableau 9) ou absence (-/- dans le Tableau 9) du cofacteur et du substrat. Il n’y a pas d’effet majeur 
du substrat et du cofacteur sur la structure électronique du complexe FeIIINO. 
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Figure 64 : Spectres UV-Visible de bsNOS sauvage et de 3 mutants des complexes FeIIINO 
sans substrat et sans cofacteur (A), FeIIINO avec substrat et avec cofacteur (B), FeIINO 
avec substrat et avec cofacteur (C). 
 Les complexes FeIINO en présence de substrat et de cofacteur présentent une bande de 
Soret entre 434 nm et 438 nm reflet d’une structure BS-6C (Figure 64 C). Seul le mutant W66Y a 
montré un épaulement à 415 nm qui rappelle ce qui a été observé avec les mutants F et Y de nNOS 
[196, 214] et correspond à une fraction de la protéine ayant un lien thiolate altéré et celui-ci est alors 
protoné. Dans le cas des mutants F et Y (W409Y et W409F) de nNOS cette forme 5C est largement 
majoritaire (90 %) et a une signature spectrale aux alentours de 407 nm.  
 
  
 
 
 
 Les complexes FeIINO (en présence de substrat et de cofacteur) et FeIIINO (en présence ou 
en absence de substrat et de cofacteur) montrent tous une structure BS-6C (à l'exception d'une 
fraction du mutant Y) comme celle attendue avec la protéine sauvage.  
 
Etude de la stabilité du lien fer-soufre des complexes FeIINO par spectroscopie RPE : 
 Le complexe FeIINO est une espèce paramagnétique détectable en spectroscopie RPE. En 
absence de substrat et de cofacteur le spectre de ce complexe pour la protéine sauvage est 
caractéristique d'une espèce rhombique avec 3 valeurs de g. Chaque pic présente une structure en 
triplet due au couplage hyperfin du spin électronique avec le spin nucléaire de l'azote de NO. Ce 
signal est le reflet d'une espèce hexacoordonnée (Figure 65, espèce A) [222]. 
 WT W66H W66F W66Y 
FeIINO +/+ 438,0 434,5 438,0 435,0 
FeIIINO  -/- 
FeIIINO +/+ 
439,5 433,0 435,5 436,0 
440,0 434,0 435,0 435,5 
Tableau 9 : Valeurs de la bande de Soret (max, nm) des complexes FeIINO avec substrat et 
avec cofacteur (+/+), FeIIINO sans substrat et sans cofacteur (-/-), FeIIINO avec substrat 
et avec cofacteur (+/+) de bsNOS sauvage et des mutants H, F, Y. 
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Figure 65 : Spectres RPE en bande X à 10 K des complexes FeIINO de bsNOS sauvage et 
des mutants H, F, Y, L en absence de cofacteur et de substrat (en noir). Représentation des 
espèces hexacoordonnées (A) et pentacoordonnées (B). La simulation de l’espèce 
pentacoordonnées (B) est représentée en bleu. 
 A l'opposé le mutant W66L présente un signal caractéristique d'une espèce axiale avec g1=g2 
et g3, ici reflet de la présence d'une espèce Fe
IINO pentacoordonné (Figure 65, espèce B) avec la 
perte du lien thiolate proximal. Ce résultat confirme celui obtenu avec le complexe FeIICO. Pour ce 
mutant, seule la forme P420 était observée. Le mutant W66H a une signature spectrale 
majoritairement caractéristique d'une espèce hexacoordonnée, proche de la protéine native. Nous 
pouvons, cependant, observer la contribution d'une espèce pentacoordonnée mais de manière très 
minoritaire. Dans le cas des mutants F et Y on obtient un mélange de ces deux espèces. Une certaine 
proportion de la protéine est à l'état hexacoordonné (A) et une autre partie est à l'état 
pentacoordonné (B). Cela indique que la rupture de la liaison H dans le cas de ces mutants (mais le 
maintien des interactions d’empilement ) déstabilise la liaison fer-soufre (espèce pentacoordonnée) 
mais permet encore la formation d’espèces hexacoordonnées.  
 La tendance concernant la stabilité du ligand proximal semble concordante avec les résultats 
obtenus suite aux analyses de la protéine à l'état FeIII et du complexe FeIICO. Le mutant histidine est 
celui qui affecte le moins la stabilité du lien thiolate. Les mutations F ou Y (qui suppriment la liaison 
H) déstabilisent ce lien et une certaine proportion de la protéine a une liaison fer-soufre altérée. 
Enfin le mutant L (qui supprime à la fois la liaison H et les interactions d'empilement ) déstabilise 
complètement l'environnement proximal et ne permet plus de maintenir le lien fer-soufre pour les 
complexes FeIINO. La stabilité de la liaison fer-soufre respecte l'ordre suivant WT/H>F/Y>L.  
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Importance du substrat sur la stabilité du lien fer-soufre des complexes FeIINO : 
En présence de substrat et de cofacteur les spectres sont nettement plus homogènes (Figure 
66). La protéine sauvage et les mutants W66H, W66F et W66Y ont des signatures spectrales RPE 
caractéristiques de l'espèce FeIINO hexacoordonnée. Cela montre, une fois de plus, que le substrat 
va aider à structurer le site actif des mutants F et Y. Le mutant W66L fait exception, le substrat et le 
cofacteur ne sont pas déterminants pour la coordination du fer : le signal reste caractéristique d'une 
espèce ayant perdu le lien thiolate (en cohérence avec le résultat obtenu avec le test P450 pour ce 
mutant). Cette différence (par rapport aux autres mutants) pourrait être expliquée par la perte 
d'autres interactions spécifiques (en plus de la rupture de la liaison H), telles que les interactions 
d'empilement  entre le tryptophane et la porphyrine. 
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Figure 66 : Spectres RPE en bande X à 10 K des complexes FeIINO de bsNOS sauvage et 
des mutants H, F, Y, L en présence de cofacteur et de substrat (en noir) et leurs simulations 
(en bleu). 
 Le caractère homogène des spectres nous a permis de simuler toutes les espèces 
hexacoordonnées en présence de substrat et de cofacteur et l'espèce pentacoordonnée du mutant 
W66L (en absence de substrat et de cofacteur, voir Figure 65). Les interactions Zeeman et le 
couplage hyperfin au noyau azote du ligand NO ont été pris en compte. Nous avons déterminé les 
valeurs de g et du couplage hyperfin (A) avec l'atome d'azote (Tableau 10).  
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La comparaison des signatures spectrales RPE pour cette série de mutants indique une 
contribution significative de la liaison H proximale dans la distribution de la densité électronique au 
sein du complexe FeIINO. L'anisotropie de g totale (g) augmente dans l'ordre 
W66H<WT<W66F≈W66Y. De façon similaire, la densité de spin sur l'azote de NO (Aiso) semble la 
plus importante pour le mutant W66H et diminue ensuite dans l'ordre WT>W66F>W66Y en 
corrélation avec la diminution de la force de la liaison H.  
 
Notre étude du complexe FeIINO par spectroscopie RPE complète les données publiées 
avec les mutants F et Y de saNOS et eNOS [167]. Il est montré que la suppression de la liaison H 
entre le tryptophane et la cystéine diminue la fréquence d’élongation Fe-NO. La diminution de la 
force de la liaison Fe-NO [167] témoigne une fois de plus de l’augmentation de l’effet push pour les 
mutants F et Y. 
L’étude du complexe FeIINO corrobore les résultats obtenus avec le complexe 
FeIICO : la rupture de la liaison H (mutants F, Y) augmente l’effet push et la compétition , 
le renforcement de cette liaison (mutant H) diminue l’effet push et la compétition . 
Les variations des propriétés électroniques et structurales des complexes Fe-XO sont le 
reflet des effets attendus sur le complexe FeIIO2. Ces mutations modifient les signatures spectrales, 
l’environnement électronique et l’effet push de ces complexes. Il est donc nécessaire d’étudier l’effet 
de ces mutations sur le mécanisme d'activation du complexe FeIIO2 et l’activité de la NOS à 
proprement parler. 
 g1  
(g strain) 
g2 
(g strain) 
g3 
(g strain) 
giso g A1 A2 A3 Aiso 
WT 2,0816 
(0,0075) 
2,0046 
(0,0010) 
1,9671 
(0,0054) 
2,0178 0,1145 28,8 58,9 32,5 40,1 
W66H 
 
2,0808 
(0,0075) 
2,0046 
(0,0010) 
1,9737 
(0,0064) 
2,0197 0,1071 32,0 59,0 37,0 42,7 
W66Y 
 
2,0771 
(0,0062) 
2,0043 
(0,0010) 
1,9615 
(0,0047) 
2,0143 0,1156 26,0 57,0 31,0 38,0 
W66F 
 
2,0760 
(0,0050) 
2,0037 
(0,0010) 
1,9610 
(0,0045) 
2,0146 0,1150 27,6 60,0 31,1 39,6 
W66L 
 
2,1040 
(0,0010) 
2,0094 
(0,0030) 
2,0094 
(0,0030) 
2,0409  42,0 50,5 50,5 47,7 
Tableau 10 : Valeurs de g des complexes FeIINO de bsNOS sauvage et des mutants H, Y, 
F, L en présence de cofacteur et de substrat. A exprimé en MHz. 
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1.5. Effet de la mutation sur la production catalytique de bsNOS 
Test de Griess : production en nitrite et nitrate  
La vitesse d'autoxydation des complexes FeIIO2 et Fe
IINO est augmentée pour les mutants F 
et Y de nNOS (W409F et W409Y) [141, 165]. Inversement, le renforcement de la liaison H dans le 
cas du mutant W188H de iNOS ralentit l'autoxydation de l’espèce FeIIO2 et pourrait éventuellement 
permettre l'observation de nouveaux intermédiaires [166]. La NOS bactérienne pourrait utiliser le 
même type de régulation [223] pour contrôler sa chimie oxydante. Cela nous pousse à nous 
intéresser précisément aux conséquences des mutations (et des variations de l'effet électro-donneur) 
sur la production catalytique. Pour cela nous avons quantifié la production en nitrite et en nitrate de 
bsNOS sauvage et des protéines mutées en fonction de la concentration en BH4 : c’est le test de 
Griess (voir Chapitre 2, 2. et Figure 67) où le peroxyde d’hydrogène apporte l’ensemble des protons 
et électrons nécessaires à la réaction. 
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Figure 67 : Représentation des vitesses de production en nitrite et nitrate (en min-1) en 
fonction de la concentration en BH4 de iNOSoxy, bsNOS native et des mutants F, Y et H. 
La vitesse de production en nitrite et en nitrate totale (Vmax totale) de bsNOS est 35 fois plus 
lente que pour iNOS (36,40 min-1  1,00 min-1 : cela correspond à environ 3 % de l’activité de 
iNOS (Tableau 11)). Ce résultat est du même ordre de grandeur que celui rapporté pour d’autres 
NOS bactériennes : saNOS (0,16 min-1, [91]) et drNOS (2,5 min-1, [50]). Cette différence par rapport 
aux NOS de mammifère est surprenante aux vues des structures 3D des sites actifs qui sont 
superposables [90] et interroge quant à la fiabilité de la NOS bactérienne comme modèle catalytique.  
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 iNOS bsNOS W66F W66Y W66H 
 Production en nitrite 
V0, min-1 0,90 0,10 0,11 0,07 0,013 
Vmax, min-1 16,30 0,30 0,22 0,12 0,024 
  Production en nitrate 
V0, min-1 1,00 0,62 0,34 0,20 0,20 
Vmax, min-1 20,10 0,70 0,56 0,37 0,22 
  Production totale 
V0 Totale 1,90 0,72 0,45 0,27 0,21 
Vmax Totale 36,40 1,00 0,78 0,49 0,24 
 
Tableau 11 : Vitesses de production en nitrite et en nitrate (en min-1) V0 et Vmax pour la 
protéine sauvage et les mutants F, Y et H. 
La vitesse de production en nitrite et en nitrate totale (Vmax totale) de bsNOS et des mutants 
évolue dans l'ordre suivant WT>W66F>W66Y>W66H. La mutation histidine est celle qui affecte le 
plus l’activité de la protéine : l'activité de synthèse en nitrite correspond à environ 8 % de l’activité 
de la bsNOS sauvage (0,30 min-1  0,024 min-1, Tableau 11). Le renforcement de la liaison H, la 
diminution du caractère électro-donneur du ligand proximal, et par conséquent la 
diminution de l’effet push aboutit à un manque de réactivité de la part des complexes fer-
oxygène [224] et pourrait expliquer la diminution drastique de la vitesse de synthèse de NO pour ce 
mutant. 
La vitesse totale de production en nitrite et en nitrate est de 1,2 (pour le mutant F) à 2 fois 
(pour le mutant Y) plus lente comparée à bsNOS sauvage (1,00 min-1  0,78 min-1 / 0,49 min-1). Ces 
mutants qui augmentent le caractère électro-donneur du ligand proximal et par conséquent 
augmentent l’effet push devraient logiquement augmenter la réactivité des intermédiaires fer-
oxygène et accélérer la synthèse de NO par rapport à la protéine sauvage. Dans le cadre de nos 
expériences, cet effet n’est pas observé et pourrait être expliqué par des phénomènes de découplage. 
L’augmentation de la compétition entre ligand proximal et ligand distal, l'augmentation de 
l'effet push et l’augmentation de la réactivité du fer, tout en maintenant une activité NO-
Synthase, aboutirait majoritairement à du découplage (Figure 68). 
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Figure 68 : Représentation des caractères donneurs ou attracteurs des ligands en position 
proximale et effet sur l’activation de l’oxygène. 
Activité non spécifique : 
Ces résultats apportent également des informations quant au rôle de BH4 dans le cas de la 
NOS bactérienne par rapport aux NOS de mammifères. La vitesse initiale totale (V0 totale) 
correspond à l’activité non spécifique de la protéine c'est-à-dire à son activité en absence de 
cofacteur. Le cofacteur BH4, par son rôle primordial pour la dimérisation et la structuration du site 
actif, accélère de plus de 19 fois la vitesse de formation en nitrite et nitrate (V0 totale versus Vmax 
totale) dans le cas de la NOS de mammifère. A l’inverse la présence du cofacteur dans le cas de la 
NOS bactérienne n’a qu’un effet mineur puisqu’il n'accélère la vitesse de formation en nitrite et 
nitrate (V0 totale versus Vmax totale) que de 1,5 à 2 fois environ (pour la protéine sauvage, les mutants 
F et Y). Cela s’explique essentiellement par une structure de la NOS bactérienne déjà dimérique et 
peu dépendante de la présence du cofacteur. On remarque que le mutant H a une activité 
entièrement non spécifique puisque V0 totale =Vmax totale et confirme que le renforcement de la 
liaison H inhibe fortement, voire complètement, l’activité de la protéine (pas d’augmentation de la 
vitesse de production totale en présence du cofacteur).  
 
Apport des études décrites dans la littérature pour l’analyse de l’activité des mutants : 
potentiel redox et vitesse d’activation du complexe FeIIO2 des protéines mutées 
 L’effet des mutations H, F et Y sur l’activation du complexe FeIIO2 et le potentiel redox de 
l’hème décrit dans la littérature complètent nos données. En effet, une des conséquences possibles 
du remplacement du tryptophane par un résidu histidine, phénylalanine ou tyrosine est une 
modification du potentiel redox de l’hème. Ce dernier a été mesuré sur les mutants W66 par l’équipe 
de Stuehr et al. [121] en présence du cofacteur THF et confirme la constitution des deux groupes. 
On observe une augmentation de + 59 mV pour le mutant histidine par rapport à la protéine 
sauvage (-361 mV  -302 mV) et une diminution de – 66 mV pour le mutant phénylalanine (-361 
mV  -427 mV) (Tableau 12).  
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Protéine  Potentiel redox (mV) 
(E0-E0WT) 
Vitesse d’activation du complexe FeIIO2 (s-1)  
(T en °C) 
Références 
bsNOS WT (+Arg+THF) -361  15,7 (10°C) [121] 
W66H (+Arg+THF) -302 (+59) 2,7 (10°C) [121] 
W66F (+Arg+THF) -427 (-66) 37,0 (10°C) [121] 
saNOS sauvage (+Arg+BH4) -334 22,6 (20°C) [219] 
W56H (+Arg+BH4) -303 (+31) 4,1 (20°C) [219] 
W56F (+Arg+BH4) -419 (-85) 69,7 (20°C) [219] 
W56Y (+Arg+BH4) -436 (-102) 87,7 (20°C) [219] 
iNOSoxy sauvage (+Arg+BH4) -261 12,5 (10°C) [166] 
W188H (+Arg+BH4)  -173 (+88) 2,03 (10°C) [166] 
    
Tableau 12 : Potentiel redox du fer et vitesse d’activation de l’oxygène de bsNOS, saNOS 
et iNOSoxy sauvage et des mutants H, F et Y. 
 L’effet de la mutation histidine sur le potentiel a été rapportée pour une autre NOS 
bactérienne : saNOS et montre le même effet des mutations sur le potentiel redox 
W56H>WT>W56F/W56Y [219], le mutant W188H de iNOS élève la valeur du potentiel redox de 
+ 88 mV par rapport à la protéine sauvage [166]. La mutation H renforce la liaison H, diminue 
l’effet push, diminue la densité électronique sur le fer et est à l’origine de l’élévation du potentiel 
redox. Les mutations F et Y rompent la liaison H, augmentent l’effet push du ligand proximal, 
augmentent la densité électronique sur le fer et diminuent le potentiel redox. La variation de ces 
potentiels a été corrélée à l’activation de l’oxygène : l’augmentation du potentiel redox (mutants H) 
ralentit la disparition du complexe FeIIO2 de 5 à 6 fois alors que la diminution du potentiel redox 
accélère l’activation de l’oxygène de 2,5 à 4 fois (F et Y) par rapport à la protéine sauvage [121]. 
Enfin, Hannibal et al. montrent que malgré l’accélération de la vitesse d’activation du complexe 
FeIIO2, la production en NO du mutant F est inférieure à celle de la protéine sauvage, ce qui 
corrobore l’hypothèse selon laquelle le découplage est très important avec ce mutant [121]. 
1.6. Conclusion  
 La distance entre l'azote du groupement indole du tryptophane et l'atome de soufre de la 
cystéine proximale est de 3,2 à 3,6 Å pour la NOS de mammifère [71, 72, 94, 95, 221] et de 3,3 à 3,8 
Å pour la NOS bactérienne [91, 99, 221]. La force de la liaison H est donc un paramètre conservé 
entre les différents isoformes de NOS.  
Nous avons proposé une analyse du rôle de cette liaison H proximale qui contrôle la 
structure et les propriétés électroniques du site actif de la NOS. Nous avons analysé l'effet de la 
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suppression (mutants W66F et W66Y) et du renforcement de cette liaison (mutant W66H) sur les 
signatures spectrales de l'espèce FeIII et des complexes Fe-XO. Notre travail montre clairement que 
la liaison H entre le tryptophane et le thiolate proximal contrôle la stabilité des complexes FeIINO, 
FeIICO mais aussi FeIIO2. Nous avons pu corréler la liaison H avec les propriétés d'électro-donation 
du ligand proximal et la stabilité du lien fer-soufre. Nos données indiquent que la suppression de la 
liaison H augmente les propriétés de donation électronique du ligand proximal, ce qui augmente 
alors la compétition  sur les orbitales du fer. Cette compétition aboutit à une augmentation des 
processus de découplage des espèces Fe-XO. Cet effet est inversé pour la mutation H qui renforce la 
liaison H et diminue la compétition . La réactivité des espèces Fe-XO est alors fortement inhibée 
pour ce mutant. L’ensemble des résultats de cette partie est en cohérence avec ceux obtenus avec 
d’autres mutants de NOS bactérienne : saNOS [167, 219] mais aussi de NOS de mammifères : 
eNOS [167], nNOS [146, 165, 196] et iNOS [166]. Nos résultats suggèrent que les NOS 
bactériennes sont, tout comme les NOS de mammifères, des oxygénases qui utilisent les propriétés 
électroniques et l’effet push du thiolate proximal pour activer le ligand distal O2 et maîtriser la nature 
de ses produits catalytiques. Une modification de la force de la liaison H engagée avec le thiolate 
peut soit inhiber l’activité de la protéine soit la sur-activer aux bénéfices de la production de RNOS. 
L’étude des mutants des NOS bactériennes apportent également une autre information 
primordiale : les différences de vitesses de production en NO, de potentiels redox, de force 
de liaison fer-soufre entre la NOS bactérienne et la NOS de mammifère ne peuvent pas être 
expliquées par une différence dans le mode de régulation de l’effet push. 
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2. Influence de l'environnement distal sur le complexe FeIIO2 : étude 
d’analogues de substrats 
2.1. Introduction  
Un autre paramètre essentiel à l’activation de l’oxygène est le réseau de liaisons H distal. 
Plusieurs études ont permis de mesurer l’importance du pKa du groupement guanidinium ou de 
l’hydroxyguanidinium du substrat dans la structuration du réseau de liaisons H entre le ligand distal 
du fer, l’(hydroxy)guanidinium et une molécule d’eau au niveau du site actif [90, 95, 122, 163, 221]. 
Des études ont été réalisées avec iNOSoxy et des analogues d’arginine ayant des pKa variant de 10 à 
12,6. Parmi elles, on retrouve l'alkylguanidine pentylguanidine (pentylgua) et des arylguanidines dont 
les pKa sont plus faibles telles la 4-trifluorophénylguanidine (4-CF3phgua), la 4-
chlorophénylguanidine (4-Clphgua), la 4-fluorophénylguanidine (4-Fphgua) et la 4-
méthoxyphénylguanidine (4-MeOphgua), Figure 69)). 
 
Figure 69 : Formules chimiques et pKa des analogues de substrat.  
L'effet de ces analogues de substrat sur le réseau de liaisons H distal a déjà été sondé via 
l'étude de la coordination du ligand CO [163]. 
 
Etudes du ligand CO : 
La conformation adoptée par le complexe FeIICO est directement liée aux interactions 
polaires et électrostatiques réalisées entre le ligand CO et son environnement direct. Un pKa faible, 
comme dans le cas des arylguanidines, indique une plus grande acidité pour le proton du 
groupement guanidinium. Ainsi, la liaison H simple et directe entre le ligand CO et le guanidinium 
(Figure 70) devrait être plus forte dans le cas des arylguanidines. 
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Figure 70 : Représentation de la liaison H hypothétique, réalisée entre le ligand CO et le 
groupement guanidinium. 
Or, les analyses par spectroscopie Raman de résonance et spectroscopie ATR-FTIR 
montrent qu'en présence des arylguanidines le mode vibrationnel Fe-CO diminue et le mode 
vibrationnel C-O augmente [163]. Contrairement à ce qui est attendu, ce résultat indique un 
affaiblissement de la liaison H entre le groupement guanidinium et le ligand CO. Il a alors été 
proposé que la présence d'une molécule d’eau dans le réseau de liaisons H, située entre le ligand du 
fer et le groupement guanidinium, puisse expliquer ce phénomène. Dans ce cas, trois conformations 
distinctes ont été avancées pour le complexe FeIICO de la protéine iNOSoxy : en présence d'arginine 
(Fe-CO = 513 cm
-1 et C-O = 1903 cm
-1) [163], en présence de NOHA (Fe-CO = 499 cm
-1 et C-O = 1928 
cm-1) [163, 188], et en absence de substrat (Fe-CO = 475 et 492 cm
-1 et C-O = 1949 et 1963 cm
-1) 
[163]. 
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Figure 71 : Représentation de la liaison H impliquant le groupement guanidinium, la 
molécule d'eau et le ligand CO et représentation des trois familles d’analogues de substrat. 
 Les analogues de substrats ont été classés en trois familles selon les signatures spectrales 
obtenues pour le complexe FeIICO (Figure 71). La pentylgua appartient à la famille 1 dont les 
signatures spectrales sont similaires à celles observées pour l'arginine. Les arylguanidines 4-Fphgua, 
4-Clphgua, 4-CF3phgua sont regroupées dans la famille 2 car leurs complexes Fe
IICO ont des 
caractéristiques structurales proches de celles observées avec le substrat NOHA. Enfin la 4-
MeOphgua appartient à la famille 3 pour laquelle le complexe FeIICO adopte une conformation 
proche de celle observée en absence de substrat. Le caractère acide du groupement 
guanidinium, plus élevé dans le cas des arylguanidines, renforce la liaison H entre la 
molécule d’eau et l’analogue de substrat et affaiblit la liaison H entre la molécule d’eau et le 
ligand CO. 
En outre, les études cristallographiques de différents complexes (CO, NO, O2) montrent 
clairement que le réseau de liaisons H n'est pas strictement similaire en présence d'arginine et de 
NOHA [134]. L'arginine interagit avec l'atome terminal du ligand fixé sur le fer et cela favoriserait la 
rupture de la liaison O−O et la formation d'une espèce oxydante cpI au cours de la première étape 
du cycle catalytique (Figure 72). Le substrat NOHA est en interaction avec les deux atomes du 
ligand fixé sur le fer et, contrairement à l'arginine, permettrait de stabiliser un intermédiaire FeIIIOO- 
ou FeIIIOOH. Les analogues de substrat apportent de nouveaux éléments concernant ce modèle. 
Avec les alkylguanidines de la famille 1, qui conservent le réseau de liaisons H, la synthèse de NO est 
possible et certaines peuvent avoir jusqu’à 40 % d’activité par rapport à l’arginine [122, 225, 226]. 
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Ainsi, la formation du cpI (l'espèce oxydante de la première étape) est en partie préservée en 
présence des analogues de la famille 1. 
 
 
Figure 72 : Proposition de réseau de liaisons H pour les analogues de la famille 1 des 
guanidines et conséquence sur le mécanisme d’activation de l’oxygène [163]. 
En revanche, les arylguanidines de la famille 2 ne permettent pas cette synthèse. En effet, le 
réseau de liaisons H avec ces analogues se rapproche de celui observé avec le NOHA. Le 
groupement guanidinium serait alors capable d'établir une interaction avec les deux atomes 
d'oxygène. Cette conformation stabiliserait les espèces FeIIIOO- et FeIIIOOH et empêcherait la 
rupture de la liaison O-O et l'espèce cpI ne serait pas formée (Figure 73). Dans ces conditions le 
groupement guanidinium ne peut pas être oxydé et la réaction aboutirait majoritairement au 
découplage. 
 
 
Figure 73 : Proposition de réseau de liaisons H pour les analogues de la famille 2 des 
guanidines et conséquence sur le mécanisme d’activation de l’oxygène [163]. 
Dans la seconde étape, il est proposé que l'espèce oxydante ne soit pas l'espèce cpI mais une 
des deux espèces FeIIIOO- ou FeIIIOOH. L'étude des analogues de NOHA supporte cette 
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hypothèse. Les aryl-hydroxy-guanidines (tout comme les arylguanidines) sont supposées stabiliser les 
espèces FeIIIOO- ou FeIIIOOH. A l'inverse de ce qui est observé dans la première étape, l'activité 
catalytique est en partie préservée avec les substrats de type aryl-hydroxy-guanidines [227] utilisés 
pour étudier la deuxième étape (l’oxydation du NOHA). 
 
Ces résultats suggèrent que la molécule d’eau, essentielle à l’activité de la première 
étape, n’est pas indispensable à l’activité catalytique de la deuxième étape et indiquent que 
les deux étapes du cycle catalytique des NOS se déroulent selon deux mécanismes distincts 
et que cette différence est en grande partie liée à la structuration du réseau de liaisons 
hydrogène au sein du site actif [122, 163]. 
 
Objectifs : 
 Le complexe FeIICO, très stable, est couramment utilisé comme modèle du complexe FeIIO2. 
Cependant, ces deux espèces ont des géométries différentes : le complexe FeIIO2 est plus coudé alors 
que FeIICO adopte une conformation plutôt linéaire [118]. De plus leurs structures électroniques 
sont différentes. Pour analyser l’effet des analogues sur l’activité catalytique des NOS, il est donc 
nécessaire d’étudier directement le complexe FeIIO2. Nous proposons d’étudier l’effet des analogues 
de l’arginine directement sur le complexe FeIIO2. La difficulté à étudier directement l’espèce Fe
IIO2 
réside dans l’instabilité du complexe et sa durée de vie très courte. Pour cela nous avons utilisé deux 
techniques différentes et complémentaires.  
Dans un premier temps les cinétiques de formation et de disparition de l’espèce FeIIO2 sont 
mesurées par la technique de stopped-flow (voir Chapitre 2, 5.1.). Nous faisons réagir iNOSoxy dans 
un état réduit FeII avec un tampon saturé en dioxygène. La fixation du gaz O2 sur l’espèce Fe
II 
aboutit à la formation du complexe FeIIO2 qui a un maximum d’absorption aux environs de 428 nm 
facilement caractérisable par spectroscopie UV-visible. Un spectre est enregistré toutes les 3 ms 
jusqu’à 2,15 ou 5 s. L’augmentation puis la diminution de l’absorption à 428 nm permettent de 
déterminer les vitesses de formation et de disparition de l’espèce FeIIO2. Elles sont d’abord mesurées 
en présence du substrat naturel arginine. Nous pouvons ensuite calculer ces vitesses en présence des 
analogues et analyser l’effet de la modification du pKa du guanidinium sur les propriétés cinétiques 
du complexe FeIIO2.  
Dans un second temps, les complexes héminiques formés pendant l’oxydation de l’arginine 
et de ses analogues sont analysés par la spectroscopie Raman de résonance en flux continu (voir 
Chapitre 2, 5.3.). Cela permet de déterminer les modes vibrationnels de l’ensemble des espèces 
présentes dans l’échantillon pour un temps déterminé. Il sera possible de caractériser les modes 
vibrationnels du complexe FeIIO2 et de déterminer la nature des autres espèces éventuellement 
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formées. Plus particulièrement, il sera possible de caractériser la liaison H entre le groupement 
guanidinium et l’espèce FeIIO2. 
2.2. Etudes des cinétiques de formation et de disparition de l’espèce FeIIO2  
Pour réaliser les analyses en stopped-flow, la protéine iNOSoxy est conditionnée dans un état 
réduit puis mélangée avec un tampon oxygéné. Le mélange, réalisé à une température fixée à 4°C, 
permet au dioxygène de se fixer sur l’espèce FeII. La basse température permet de ralentir les vitesses 
de formation et de disparition de l’espèce FeIIO2 et de faciliter sa caractérisation par spectroscopie 
UV-visible à 428 nm. Dans un premier temps, les cinétiques sont mesurées en présence du cofacteur 
inactif BH2 (sans activité redox). En absence de transfert d’électron en provenance du cofacteur, 
l’espèce FeIIO2 disparaît de manière plus lente, ainsi sa durée de vie est augmentée. Dans ces 
conditions la vitesse de disparition du complexe correspond à sa vitesse d’autoxydation. La même 
expérience est réalisée en présence du cofacteur compétent BH4. La vitesse de disparition du 
complexe FeIIO2 est alors accélérée et correspond à la vitesse d’activation de l’oxygène par le 
cofacteur. 
 
En présence du substrat arginine : 
La Figure 74 représente les spectres de référence obtenus par stopped-flow pour la protéine 
iNOSoxy en présence du substrat naturel l’arginine et du cofacteur inactif BH2. Le spectre noir 
correspond au spectre UV-visible de l’espèce enregistrée à 12 ms et correspond à l’espèce FeII de 
départ avec un maximum pour la bande de Soret à 412 nm. A 351 ms (spectre bleu), le spectre a un 
maximum d’absorption de la bande de Soret à 428 nm correspondant à l’espèce intermédiaire 
FeIIO2. Enfin, en rouge est représenté le spectre enregistré à 5 secondes et correspond à l’espèce 
finale FeIII avec une bande de Soret à 395 nm. 
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Figure 74 : Sélection de spectres obtenus par stopped-flow avec la protéine iNOSoxy en 
présence du substrat arginine et du cofacteur BH2. Les spectres des espèces FeII, FeIIO2 et 
FeIII sont représentés respectivement en noir, bleu et rouge. 
Les spectres UV-visible obtenus en présence du cofacteur naturel BH4 sont représentés sur 
la Figure 75. Le transfert d’électron provenant du cofacteur ptérine accélère la vitesse de disparition 
de l’espèce FeIIO2, celle-ci est donc plus difficilement observable. Le spectre noir représente le 
spectre enregistré à 12 ms et correspond à l’espèce FeII de départ avec un maximum pour la bande 
de Soret à 412 nm. A 33 ms (en bleu sur la Figure 75) l’absorbance à 412 nm a diminué et 
l’empreinte présente un épaulement vers 430 nm correspondant à la formation de l’espèce FeIIO2. 
Entre 33 ms et 2,13 s, l’absorbance à 395 nm ne fait qu’augmenter et correspond au retour à l’état 
FeIII final de la protéine (spectre rouge). 
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Figure 75 : Sélection de spectres obtenus par stopped-flow avec la protéine iNOSoxy en 
présence du substrat arginine et du cofacteur BH4. Les spectres des espèces FeII et FeIII 
sont représentées respectivement en noir, et rouge. Le spectre contenant l’épaulement à 
430 nm (espèce FeIIO2) est représenté en bleu. 
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On considère qu'à 428 nm la contribution spectrale est majoritairement due à l’espèce 
FeIIO2. Les traces cinétiques sont extraites à cette longueur d’onde et les cinétiques de formation et 
de disparition sont simulées par des fonctions bi-exponentielles par le logiciel Origin 8.0. Ces 
vitesses ont également été déterminées par une analyse globale matricielle avec le logiciel Specfit/32 
v3.0 37 (Spectrum associates, USA). Les résultats obtenus entre les deux modes de simulation sont 
similaires. Pour cette raison, seuls sont présentés dans cette partie les résultats obtenus par la 
simulation bi-exponentielle de l’absorbance à 428 nm selon le modèle indiqué en Figure 76. 
 
 
FeII FeIIO2 Fe
III 
k1 k2 
 
Figure 76 : Modèle cinétique proposé en présence d’arginine ou d’analogues 
alkylguanidines. 
Ainsi la vitesse de formation du complexe (k1) est supérieure à 50 s
-1 en présence des 
cofacteurs BH2 et BH4 alors que sa vitesse de disparition est mesurée respectivement à 0,2 s
-1 et     
19 s-1 en cohérence avec les résultats indiqués dans la littérature (obtenus par simulation avec le 
logiciel Specfit [122, 131]). 
 
En présence des arylguanidines et du cofacteur inactif BH2 : 
De la même façon, les analyses de cinétique rapides sont réalisées avec les analogues de 
substrats inactifs de la famille des arylguanidines. Dans un premier temps les expériences sont 
réalisées avec le cofacteur BH2 à 4°C et sur une gamme de temps allant de 12 ms à 2,20 s. La Figure 
77 représente la fenêtre spectrale de 350 à 525 nm enregistrée dans ces conditions et qui permet de 
suivre l’évolution de la formation et de la disparition de l’espèce FeIIO2. 
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Figure 77 : Sélection de spectres obtenus par stopped-flow avec la protéine iNOSoxy en 
présence de différents analogues de type arylguanidines et du cofacteur BH2. Les spectres 
des espèces FeII et FeIII sont représentés respectivement en noir, et rouge. Le spectre 
contenant l’épaulement à 430 nm (espèce FeIIO2) est représenté en bleu. (*) : artefact. 
Pour tous les analogues étudiés, l’espèce initiale enregistrée à 12 ms correspond à une espèce 
FeII dont le maximum d’absorption est situé entre 412 et 414 nm (spectres noirs). Cette bande 
diminue au cours du temps et laisse place, entre 20 et 45 ms en fonction de l’analogue étudié, à un 
spectre ayant un épaulement vers 428 nm (spectres bleus) attribué à l’espèce FeIIO2. En effet, une 
étude précédente a déjà permis de simuler les spectres intermédiaires de l’espèce FeIIO2 en présence 
des arylguanidines et de caractériser la bande de Soret du complexe entre 425 et 428 nm en présence 
de BH2 [122]. Enfin entre 20-45 ms et 2,2 s. on observe l’espèce Fe
III finale avec une bande de Soret 
située entre 396-397 nm (spectres rouges). L’espèce FeIII, formée après la disparition de la bande 
attribuée au FeIIO2, subit une transition bas-spin  haut-spin. Dans le cas des analogues 4-
MeOphgua et 4-CF3phgua cette transition n’est pas totalement aboutie à 2,2 s et se traduit par un 
spectre final plus large contenant les signatures spectrales à la fois de l’espèce HS et de l’espèce BS.  
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L’épaulement à 428 nm représente l’accumulation de l’espèce FeIIO2. Celui-ci est moins 
intense dans le cas des arylguanidines que celle observée dans le cas de l’arginine en présence du 
cofacteur BH2 et suggère que l’espèce Fe
IIO2 aurait une vitesse d’autoxydation plus rapide. De plus 
cette vitesse semble varier d’un analogue à un autre : l’épaulement à 428 nm est très faible dans le cas 
de la 4-CF3phgua. Cette suggestion est confirmée par la détermination des vitesses de formation et 
de disparition du complexe par la simulation bi-exponentielle de l’augmentation puis de la 
diminution de l’absorbance à 428 nm. Les vitesses ainsi mesurées en présence du cofacteur BH2 et 
des différents analogues sont reportées dans le Tableau 13 et sont comparées aux données obtenues 
précédemment à 10°C [122]. 
 
    
Arg 
(pKa=12,5) 
Pentyl- CF3- F-  Cl- MeO- 
(pKa=12,6)  (pKa=10)  (pKa=10,8) (pKa=10,3)  (pKa=11) 
    BH2 BH4 BH2 BH2 BH2 BH2 BH2 BH4 
428 nm, simulation bi-
exponentielle, Origin 
(4°C) 
k1 >50 >50   >50 24,2 45 >50 >50 
k2 0,2 19,0   9,0 6,3 5,9 11,0 16,6 
Moreau et al. [122], 
analyse globale, Specfit 
(10°C) 
k1 >50 >50 >50   >50 >50 >50   
k2 0,2 20,5 1,9   12,0 7,3 18,9   
          
Tableau 13 : Cinétiques de formation et de disparition de l’espèce FeIIO2 (en s-1) en 
présence des analogues de substrats de type arylguanidines et en présence du cofacteur 
inactif BH2 (et BH4 dans le cas de l'arginine et de la 4-MeOphgua). Comparaison aux 
données rapportées dans la littérature. 
Les vitesses de formation du complexe FeIIO2 (k1) sont extrêmement rapides et dans la 
plupart des cas, elles sont estimées à une valeur supérieure 50 s-1. Dans le cas de la 4-Fphgua et de la 
4-Clphgua les vitesses observées sont respectivement de 24,4 et 45 s-1. Le ralentissement de la 
formation du complexe par rapport à celle rapportée dans la littérature est probablement lié à nos 
conditions de température plus basse. Les vitesses de disparition du complexe FeIIO2 (k2) sont 
également ralenties à 4°C. Cependant nous pouvons classer les analogues dans le même ordre que 
celui observé à 10 °C. La vitesse de disparition de l’espèce FeIIO2 est la plus rapide pour l’analogue 
4-MeOphgua (Famille 3 des analogues) et diminue ensuite dans l’ordre 4-CF3phgua > 4-Fphgua > 4-
Clphgua (Famille 2 des analogues).  
La vitesse d’autoxydation de l’espèce FeIIO2 en présence d’arginine est lente (0,2 s
-1) et 
similaire aux vitesses déjà publié [131]. Cette vitesse est environ 10 fois plus rapide en présence de 
composés de type alkylguanidines (1,9 s-1 dans le cas de la pentylgua (Famille 1 des analogues), 
Tableau 13, [122, 228]). La déstabilisation de l’espèce FeIIO2 est encore accrue en présence des 
arylguanidines étudiées pour lesquelles la vitesse d’autoxydation peut être multipliée par 50. Ces 
résultats rejoignent ceux rapportés précédemment [122, 228]. 
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Ainsi, la protéine iNOSoxy est capable de fixer le dioxygène quelle que soit la 
molécule présente au site actif et la vitesse de fixation de l’oxygène ne semble pas être 
significativement modifiée par la nature du composé présent dans la cavité du substrat. En 
revanche la vitesse d’autoxydation est très sensible à l’environnement de la poche 
héminique. La stabilité du complexe FeIIO2 décroît avec l’abaissement du pKa du 
guanidinium : Famille 1 > Famille 2 > Famille 3. La molécule d’eau (déplacée par les 
guanidines à faibles pKa) favorise donc la stabilité de l’espèce FeIIO2.  
 
En présence des arylguanidines et du cofacteur compétent BH4 : 
Les mêmes séquences de mélange sont réalisées en présence des mêmes analogues 
arylguanidines et du cofacteur BH4. Le transfert d’électron provenant du cofacteur BH4 doit alors 
provoquer une accélération de la vitesse de disparition de l’espèce FeIIO2. Les résultats enregistrés 
dans ces conditions sont représentées sur la Figure 78. Comme ce qui a été observé précédemment 
en présence de BH2, l’espèce initiale est un état Fe
II avec un spectre ayant un maximum d’absorption 
à 412-415 nm (spectres noirs) pour tous les analogues étudiés. Au cours du temps, l’absorbance à 
412-415 nm diminue et l’absorbance à 395 nm augmente sans que l’épaulement à 430 nm (spectre 
bleu) ne soit observé dans le cas des analogues appartenant à la famille 2 (4-Fphgua, 4-CF3phgua et 
4-Clphgua). 
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Figure 78 : Sélection de spectres obtenus par stopped-flow avec la protéine iNOSoxy en 
présence de différents analogues de substrat type arylguanidines et du cofacteur BH4. Les 
spectres des espèces FeII et FeIII sont représentées respectivement en noir, et rouge. (*) : 
artefact. 
Dans le cas de l’analogue arylguanidine de la famille 3 (le 4-MeOphgua) l’épaulement à 430 
nm est enregistré pour un temps de 33 ms. Pour cet analogue la vitesse de formation et de 
disparition de l’espèce FeIIO2 est calculée par la simulation bi-exponentielle de l’absorbance à 428 
nm et reportée dans le Tableau 13. Elle est comparée à celles obtenues avec le cofacteur BH2 et à 
celles obtenus avec l’arginine.  
En présence du substrat arginine, la vitesse d’autoxydation de l’espèce FeIIO2 (en présence du 
cofacteur BH2) est de 0,2 s
-1. La vitesse d’activation de cette espèce FeIIO2 par le cofacteur BH4 est 
très élevée et correspond à une vitesse environ 100 fois plus rapide que celle de l’autoxydation du 
complexe FeIIO2. Ceci permet de limiter les processus de découplage et la formation de superoxyde. 
Dans le cas de la 4-MeOphgua la différence entre la vitesse d’autoxydation et vitesse d’activation du 
dioxygène est très significativement plus faible (1,5). En outre, les complexes FeIICO des analogues 
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de la famille 3 indiquent que le réseau de liaisons H est semblable à celui de la protéine sans substrat. 
Le complexe FeIIO2 est observé au cours de nos expériences mais, probablement, il ne se produit 
que des réactions de découplage [122, 226].  
Dans le cas des analogues de la famille 2 (4-Fphgua, 4-CF3phgua et 4-Clphgua), le complexe 
FeIICO indique que le réseau de liaisons H est semblable à celui observé avec le substrat NOHA. 
Pour ces analogues, aucune activité de synthèse de NO n’a été mesurée au cours des précédentes 
études [122, 226] et nos expériences ne permettent pas de mettre en évidence la formation de 
l’espèce FeIIO2 en présence du cofacteur BH4. Cela pourrait être dû à un transfert d’électron 
extrêmement rapide de la part de la ptérine et l’espèce FeIIO2 ne pourrait pas être accumulée. 
Comme la vitesse de fixation du dioxygène est supérieure à 50 s-1, l’absence d’accumulation de 
l’intermédiaire FeIIO2 indique une vitesse de disparition supérieure à 50 s
-1. Ainsi il a été proposé la 
formation rapide d’une autre espèce intermédiaire non détectée par spectroscopie UV-visible. La 
transition entre cette espèce et l’état FeIII serait l’étape limitante de la réaction (Figure 79). 
 
 
Figure 79 : Modèle cinétique proposé en présence des analogues de substrat de type 
arylguanidines. 
Le Tableau 14 rassemble les constantes de vitesses k2 calculées par la simulation mono-
exponentielle de l’absorbance à 395 nm. Elles correspondent à la vitesse de formation de l’espèce 
finale FeIII. 
 
   BH4 
    CF3-  F-  Cl-  
428 nm, simulation bi-
exponentielle, Origin 
(4°C) 
k2 18,4 7,1 8,9 
Moreau et al. [122], 
analyse globale, Specfit 
(10°C) 
k2   9,0 12,3 
     
Tableau 14 : Cinétiques de formation de l’espèce FeIII (en s-1) pour différents analogues de 
substrats de type arylguanidines en présence du cofacteur BH4. Comparaison aux données 
rapportées dans la littérature. 
Les vitesses varient entre 7,1 et 18,4 s-1 selon le composé étudié. Comme les arylguanidines 
aboutissent essentiellement à la formation d’espèces réactives de l’oxygène [122, 226] il a été proposé 
que l’espèce intermédiaire soit un complexe FeIIIHOOH ou FeIIIOOH [122]. 
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Conclusion :  
Dans le cas du substrat arginine, nous mesurons des vitesses de disparition de l’espèce 
FeIIO2 100 fois plus rapide qu’en présence du cofacteur BH2 et cela confirme les données rapportées 
dans la littérature. Dans le cas arylguanidine appartenant à la famille 3 (la 4-MeOphgua), la vitesse de 
disparition de l’espèce FeIIO2 est accélérée que de 1,5 fois en présence du cofacteur BH4 et l’activité 
associée à cette accélération ne correspond qu’à des réactions de découplage [122, 226]. En outre 
l’étude du complexe FeIICO classe cet analogue de manière semblable aux complexes obtenus sans 
substrats. 
Le pKa des arylguanidines classées dans la famille 2 (4-Fphgua, 4-CF3phgua et 4-Clphgua) 
est plus faible par rapport à celui de l’arginine. Cela confère au proton du guanidinium un caractère 
plus acide et modifie le réseau de liaisons H de telle manière que la molécule d’eau n’interagit 
presque plus avec le ligand fixé sur le fer. En conséquence, nous observons en présence du cofacteur 
BH2, des vitesses d’autoxydation très élevées pour le complexes Fe
IIO2. En présence du cofacteur 
BH4, le complexe Fe
IIO2 n’est pas observé et les analyses cinétiques suggèrent l’existence 
d'un nouvel intermédiaire.  
2.3. Etudes des propriétés électroniques de la liaison O-O 
 Les analyses en flux continu permettent d’enregistrer des spectres Raman de résonance avec 
une résolution temporelle de l’ordre de la milliseconde. Ces enregistrements à des temps très courts 
pourraient permettre soit de caractériser les modes vibrationnels du complexe FeIIO2 que l’on 
cherche à étudier en présence des différents analogues de substrat soit, éventuellement, de 
discriminer de nouvelles espèces qui n’avaient pas pu être caractérisées par spectroscopie UV-visible 
au cours des expériences de stopped-flow. Ces analyses nécessitent un montage complexe constitué 
d’un mélangeur en « T » : les solutions de protéine iNOSoxy dans un état réduit d’un coté et de 
tampon saturé en dioxygène de l’autre sont poussées en continu dans un capillaire. Le mélange a lieu 
dans le capillaire et le dioxygène se fixe sur l’espèce FeII. Les temps de réaction correspondent à une 
distance sur le capillaire (voir Chapitre 2, 5.3.). Le laser est donc focalisé à un endroit très précis du 
capillaire qui correspondra aux temps de réaction que l'on cherche à détecter. Les mesures ont été 
effectuées au sein du laboratoire de biochimie et microbiologie de l’Université de Laval (Québec) en 
collaboration avec le professeur Manon Couture. Les analyses spectroscopiques vont ainsi permettre 
de caractériser directement les modes vibrationnels du complexe FeIIO2 que nous pourrons 
comparer à ceux obtenus avec le complexe FeIICO. Nous avons d’abord effectué la mesure en 
présence du substrat arginine puis avec un analogue alkylguanidine de la famille 1 (la pentylgua). 
Enfin nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux analyses réalisées avec une 
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arylguanidine de la famille 2 (4-Fphgua) pour laquelle nous pourrions observer l’espèce qui n’avait 
pas pu être caractérisée par spectroscopie UV-visible en stopped-flow.  
 
En présence du substrat naturel arginine et du cofacteur BH4 :
 
 Afin d’observer et de caractériser les modes vibrationnels de l’espèce FeIIO2, il faut réaliser 
les enregistrements à un temps proche du maximum de formation de cette espèce. Les expériences 
de stopped flow permettent d’estimer un maximum de formation de l’espèce FeIIO2 aux environs de 30 
ms à 4°C dans le cas de l’arginine et en présence du cofacteur BH4. Cependant, le montage 
expérimental pour les expériences en flux continu ne dispose pas de régulateur de température et les 
analyses sont toutes réalisées à température ambiante (entre 20 et 25°C). En raison de la température 
5 à 6 fois supérieure par rapport aux conditions d’analyse en stopped-flow, nous estimons que le temps 
optimal d’accumulation de l’espèce FeIIO2 doit se situer aux environs de 10 ms. Ainsi, le laser est 
focalisé de manière à détecter les espèces formées à 10 ms (voir Chapitre 2, 5.3.).  
 La Figure 80 représente le spectre Raman de résonance accumulé à 413,1 nm au temps t=10 
ms de la réaction d’oxydation de l’arginine en présence du cofacteur BH4.  
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Figure 80 : Spectres Raman de résonance (laser à 413,1 nm) de la protéine iNOSoxy en 
présence du substrat arginine et du cofacteur BH4 après 10 ms de réaction avec un tampon 
saturé en dioxygène 16. Les modes vibrationnels de l’espèce FeIII sont marqués en noir, 
ceux de l’espèce FeII en rouge et ceux de l’espèce FeIIO2 en bleu. 
Le spectre rend compte d’un mélange d’espèces. De manière très mineure, nous pouvons 
observer les modes  (1394 cm
-1) et 3 (1469 cm
-1) caractéristiques de l’espèce FeII de départ (en 
- 144 - 
rouge sur la Figure 80). Nous observons également les modes vibrationnels 7 (677 cm
-1), 5 (1122 
cm-1), 4 (1374 cm
-1) et 3 (1489 cm
-1) caractéristiques d'une espèce ferrique (en noir sur la Figure 
80). Ainsi, à 10 ms presque la totalité de l’espèce FeII a réagit et forme une espèce dont la signature 
spectrale est typique d'une espèce ferrique. Cette signature spectrale peut être attribuée au mélange 
de l'espèce FeIII finale et de l'espèce FeIIO2 qui, elle aussi, a des modes vibrationnels proche d'une 
espèce ferrique (en noir sur la Figure 80). En revanche, le mode vibrationnel 3 permet de 
différencier plus spécifiquement les deux espèces présentes dans l'échantillon. La bande à 1489 cm-1 
est caractéristique de l'espèce FeIII HS finale alors que la bande observée à 1502 cm-1 peut être 
attribuée au mode vibrationnel 3 de la porphyrine du complexe Fe
IIO2 (en bleu sur la Figure 80) 
comme précédemment décrit dans la littérature avec saNOS [159], nNOSoxy [118] et le cytochrome 
P450. Enfin, le mode vibrationnel O-O (16) est attendu aux alentours de 1125 cm
-1 ([161], voir Annexe 
4) mais il se trouve dans la mêmes zone de fréquence que la résonance du mode 5 (1122 cm
-1) de la 
porphyrine ce qui rend sa caractérisation compliquée. Pour cette raison, la même séquence de 
mélange est réalisée entre une solution iNOSoxy à l’état FeII et un tampon saturé en dioxygène 18. 
La variation de masse due au marquage isotopique déplace la fréquence du mode d'élongation O-O 
aux environs de 1060 cm-1 (Figure 81, spectre vert).  
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Figure 81 : Spectres Raman de résonance (enregistrés à 413,1 nm) de la protéine iNOSoxy 
en présence du substrat arginine et du cofacteur BH4 après 10 ms de réaction avec un 
tampon saturé en dioxygène 16 (en noir) ou dioxygène 18 (en vert). La différence entre les 
spectres 16O2 et 18O2 est représentée en bleu. Les modes vibrationnels de l’espèce FeIII sont 
marqués en noir, ceux de l’espèce FeII en rouge et ceux de l’espèce FeIIO2 en bleu. 
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La différence entre les spectres obtenus avec le dioxygène 16 et le dioxygène 18 permet 
d’isoler spécifiquement les signaux O-O (16) (positif sur le spectre bleu, Figure 81) et O-O (18) (négatif 
sur le spectre bleu, Figure 81). La simulation de ces signatures spectrales par une double gaussienne 
(Figure 82) nous permet de déterminer les valeurs exactes des modes O-O (16) et O-O (18) à 1127 cm
-1 et 
1060 cm-1 respectivement comme décrits dans la littérature [161]. 
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Figure 82 : Différence entre les spectres obtenus avec 16O2 et 18O2 et simulation des modes 
O-O (16) et O-O (18) (en rouge). Laser : 413,1 nm. Protéine : iNOSoxy en présence du 
substrat arginine et du cofacteur BH4. Temps analysé : 10 ms. 
Les analyses à 441,6 nm permettent également de caractériser les modes vibrationnels de la 
liaison O-O mais ne permettent pas d’exalter d’autres espèces que celles observées à 413,1 nm. Ainsi 
nous caractérisons, à 10 ms, une espèce FeIIO2 mais aucune autre espèce de type Fe
IIIOO-, FeIIIOOH 
ou cpI pendant l’étape d’oxydation de l’arginine. 
 
En présence d’une alkylguanidine et du cofacteur naturel BH4 : 
Les mêmes séquences de mélange sont réalisées avec le dioxygène 16 puis le dioxygène 18 en 
présence du substrat pentylgua qui appartient à la famille 1 des analogues et aurait des 
caractéristiques proches du substrat arginine. A 10 ms nous détectons encore un mélange d’espèces. 
D’un coté nous caractérisons l’espèce oxydée de type ferrique : 7 (677 cm
-1), 5 (1122 cm
-1), 4 
(1374 cm-1 et 1429 cm-1) et 3 (1487 cm
-1) et de l’autre nous pouvons attribuer facilement le mode 
vibrationnel 3 de la porphyrine du complexe Fe
IIO2 à 1503 cm
-1.  
La différence entre le spectre obtenu avec le dioxygène 16 et celui obtenu avec le dioxygène 
18 (Figure 83) permet de caractériser les modes O-O du complexe Fe
IIO2 en présence de la 
- 146 - 
pentylgua. Nous déterminons ainsi des fréquences à 1131 cm-1 (O-O (16)) et 1062 cm
-1 (O-O (18)) qui ont 
des valeurs légèrement supérieures à celles obtenues avec l’arginine. 
 
1000 1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140 1160 1180
Pentylgua, 10 ms, 413,1 nm
Nombre d'onde (cm
-1
)
 
Figure 83 : Différence entre les spectres obtenus avec 16O2 et 18O2 et simulation des modes 
O-O (16) et O-O (18) (en rouge). Laser : 413,1 nm. Protéine : iNOSoxy en présence du 
substrat pentylgua et du cofacteur BH4. Temps analysé : 10 ms. 
 Les mêmes analyses ont été réalisées à une longueur d’onde d’exaltation de 441,6 nm et à 
trois temps d’analyse différents (4 ms, 20 ms et 40 ms). Ainsi, si une autre espèce que le FeIIO2 est 
formée en présence de la pentylgua nous pourrions peut être l’identifier à un autre temps d’analyse 
que 10 ms. Pour les temps de 4 et 20 ms nous caractérisons toujours une espèce ferrique et la 
signature spectrale de l’espèce FeIIO2 sans identifier de nouvelles espèces. Le signal du complexe 
FeIIO2 semble plus intense à 4 ms qu’à 20 ms (Figure 84) et nous caractérisons des modes 
vibrationnels de la liaison O-O similaires à ceux déterminés à 413,1 nm (O-O (16) =1130-1131 cm
-1 et 
O-O (18) = 1061 cm
-1). 
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Figure 84 : Différence entre les spectres obtenus avec 16O2 et 18O2 et simulation des modes 
O-O (16) et O-O (18) (en rouge). Laser : 441,6 nm. Protéine : iNOSoxy en présence du 
substrat pentylgua et du cofacteur BH4. Temps analysés : 4 et 20 ms. 
 En revanche, à 40 ms, l’espèce FeIIO2 n’est plus caractérisée et la signature spectrale 
correspond uniquement à une espèce FeIII. Ces résultats indiquent que le temps de 10 ms est 
correctement choisi pour étudier l’espèce FeIIO2. En effet, pour des temps supérieurs la quantité de 
complexe FeIIO2 présent dans l’échantillon semble diminuer. Enfin, nous pouvons conclure que la 
réaction d’oxydation étudiée avec l’analogue pentylgua, tout comme l’arginine, ne permet pas de 
caractériser d’autres espèces oxydantes.  
 
En présence d’une arylguanidine et du cofacteur naturel BH4 : 
Dans le cas de l’arginine et de la pentylgua, l’espèce FeIIO2 était déjà caractérisée par 
spectroscopie UV-visible et donc, il était prévisible de l’observer également par spectroscopie 
Raman de résonance. Le cas des alkylguanidines de la famille 2 des analogues est particulièrement 
intéressant à étudier en flux continu. En présence du cofacteur BH4 l’espèce Fe
IIO2 n’est pas 
caractérisée en stopped-flow suggérant alors une vitesse de disparition très rapide du complexe FeIIO2 
et la formation d’un autre intermédiaire. Celui-ci n’est pas caractérisé par spectroscopie UV-visible. 
Ainsi, les analyses spectroscopiques par Raman de résonance pourraient apporter des éléments de 
réponse concernant la nature des espèces générées en présence des alkylguanidines. 
 Tout comme l’arginine à 10 ms, en présence de l’analogue 4-Fphgua, nous détectons un 
mélange d’espèces en excitant l’échantillon à 413,1 nm. Nous caractérisons une espèce ferrique : 7 
(677 cm-1), 5 (1122 cm
-1), 4 (1374 cm
-1 et 1429 cm-1) et 3 (1490 cm
-1) et une contribution 3 à 1505 
cm-1 qui pourrait être attribuée à un complexe de type FeIIO2. En outre la différence entre le spectre 
obtenu avec le dioxygène 16 et celui obtenu avec le dioxygène 18 (Figure 85) permet de clairement 
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caractériser l’espèce FeIIO2 avec des fréquences déterminées à 1130 cm
-1 (O-O (16)) et 1064 cm
-1 (O-O 
(18)) qui ont des valeurs légèrement supérieures à celles obtenues avec l’alkylguanidine.  
De manière inattendue, les analyses à 441,6 nm ne nous permettent pas de caractériser les 
modes vibrationnels O-O ce qui pourrait indiquer un changement d’absorption de l’espèce FeIIO2 en 
présence de cet analogue. 
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Figure 85 : Différence entre les spectres obtenus avec 16O2 et 18O2 et simulation des modes 
O-O (16) et O-O (18) (en rouge). Laser : 413,1 nm. Protéine : iNOSoxy en présence du 
substrat 4-Fphgua et du cofacteur BH4. Temps analysé : 10 ms. 
Alors qu’en stopped-flow l’espèce FeIIO2 n’était pas détectée en présence de l’arylguanidine 4-
Fphgua, la spectroscopie Raman de résonance à 10 ms met en évidence la présence d’une telle 
espèce sans que ne soit détecté tout autre intermédiaire. Les analyses à 441,6 ne permettent pas, non 
plus, de caractériser d’autres espèces telles les espèces FeIIIOOH ou FeIIIHOOH qui avaient été 
proposées au départ pour expliquer les cinétiques observées par stopped-flow. 
2.4. Conclusion 
Le suivi de l’absorbance à 428 nm pendant les analyses en stopped-flow permet d’estimer des 
cinétiques de formation et de disparition de l’espèce FeIIO2 formée pendant la réaction d’oxydation 
de l’arginine et d’un analogue de la famille 3 (le 4-MeOphgua). Cependant, dans le cas des 
arylguanidines de la famille 2, l’espèce FeIIO2 n’est pas observée. Les analyses en flux continu sont 
complémentaires et informent plus précisément sur la nature des espèces présentes dans 
l’échantillon pour un temps donné de la réaction. Comme attendu, dans le cas de l'arginine et de la 
pentylgua, nous ne détectons pas d’autres intermédiaires que l’espèce FeIIO2. En revanche, alors que 
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nous nous attendions à caractériser une nouvelle espèce dans le cas de la 4-Fphgua, seule l'espèce 
FeIIO2 est mise en évidence. 
 
Nous avons pu caractériser le mode vibrationnel O-O en présence de l’arginine, d’un 
analogue de la famille 1 (la pentylgua) et d’un analogue de la famille 2 (la 4-Fphgua) (Tableau 15). 
 
 max (nm) Tps (ms) o-o (18) (cm-1) o-o (16) (cm-1) 
arginine (pKa=12,5) 413,1  10  1060 1127 
arginine 441,6  10  1060 1127 
pentylgua (pKa=12,6) 413,1  10  1062 1131 
pentylgua 441,6  40  - - 
pentylgua 441,6  20  1061 1131 
pentylgua 441,6  4  1061 1130 
4-Fphgua (pKa=10,8) 413,1  10  1064 1130 
4-Fphgua 441,6  10  - - 
4-Fphgua 441,6  4  - - 
NOHA (pKa=8,1) [161] 441,6  1066 1135 
     
Tableau 15 : Récapitulatif des modes O-O (16) et O-O (18) du complexe FeIIO2 de la protéine 
iNOSoxy déterminés en présence des substrats arginine, pentylgua, 4-Fphgua, NOHA et 
en présence du cofacteur BH4. 
La pentylgua fait partie de la famille 1 des analogues c'est-à-dire de la famille qui préserve un 
réseau de liaisons H similaire à celui observé avec le substrat arginine. Cependant, le complexe 
FeIIO2 en présence de la pentylgua est légèrement différent de celui observé avec l’arginine. Les 
modes vibrationnels O-O sont déplacés de 1 à 4 cm
-1 vers les hautes fréquences. Cela corrobore le 
résultat obtenu avec le complexe FeIICO pour lequel le mode C-O augmente de 4 cm
-1 [163]. Cette 
augmentation, caractéristique d’une diminution de la rétro-donation des électrons des l’orbitales d du 
fer vers les orbitales du ligand distal (voir partie 1.3. de ce Chapitre), pourrait être en relation avec la 
diminution de la liaison H établie entre le ligand O2 et la molécule d’eau distale. Pour cet analogue, 
l’activité de synthèse de NO est encore observée (11 % de l’activité de l’arginine). 
L’analogue 4-Fphgua fait parti des arylguanidines de la famille 2 c'est-à-dire de la famille 
d’analogues qui modifie le réseau de liaisons H distal de manière similaire à celui observé avec le 
substrat NOHA. En flux continu, nous caractérisons une espèce FeIIO2 qui n’était pas observée en 
stopped-flow. Tout comme le mode C-O (qui augmente de 8 cm
-1 dans le cas de cet analogue [163]), le 
mode O-O (18) est déplacé de 3 cm
-1 vers les hautes fréquences par rapport à celui observé pour la 
pentylgua. Cela indique que la diminution de la polarité dans l’environnement du ligand O2 est 
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encore exacerbée avec la famille des arylguanidines. De manière surprenante, le mode vibrationnel 
de l’oxygène 16, attendue vers 1133 cm-1, n’est pas modifié par rapport à celui observé pour la 
pentylgua (1130 cm-1). Cette observation pourrait être expliquée par un couplage de « fermi » entre le 
mode de la bande de vibration O-O et le mode porphyrine 5 (à 1125 cm
-1) car les fréquences sont 
proches. Ce couplage à pour effet d’augmenter l’intensité du mode porphyrine [188]. La fréquence 
observée pour le mode vibrationnel O-O est alors dégénérée et décalée vers le mode 5. Le mode 
vibrationnel O-O observé avec l’oxygène 18 est, quant à lui, plus éloigné du mode 5 et ne subit pas 
l’effet de couplage de « fermi ». 
D’une manière générale, nos résultats montrent une bonne corrélation entre 
l’évolution des modes vibrationnels du ligand CO et du ligand O2 en fonction de 
l’environnement distal et de l’intensité de la rétro-donation des électrons des l’orbitales d du 
fer vers les orbitales du ligand distal. Ainsi le caractère plus « linéaire » du complexe FeIICO ne 
semble pas modifier le réseau de liaisons H distal et d’une certaine manière valide l’utilisation de ce 
complexe comme mime du complexe FeIIO2 dans le cas des NOS et en présence des analogues de 
l’arginine. 
 
L’absence de caractérisation possible du complexe FeIIO2 en stopped-flow dans le cas de 
l’analogue 4-Fphgua pourrait être lié à l’existence de la forme Oxy 1 décrite dans le cas de eNOSoxy 
en présence de BH4, BH2 et le 4-amino-BH4 et ayant une absorbance vers 418 nm contrairement à la 
forme classique Oxy 2 qui absorbe entre 427 et 430 nm [116]. Cela pourrait expliquer la difficulté de 
caractériser cette espèce par la spectroscopie UV-visible dont la bande de Soret serait très proche 
alors de celle observée pour l’espèce FeII. D’autre part, cela pourrait également expliquer la difficulté 
d’exalter les modes vibrationnels O-O à 441,6 nm qui serait alors une longueur d’onde très éloignée 
de la bande de Soret du complexe Oxy 1. Par ailleurs, l’oxydation des analogues arylguanidines de la 
famille 2 n’est pas réalisée [122, 226]. 
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3. Rôle du cofacteur dans le processus de transfert d’électron et de proton 
3.1. Introduction  
 Le cofacteur BH4 (Figure 86) a un rôle structural important pour la dimérisation des NOS de 
mammifère mais aussi un rôle redox dans la première et la deuxième étape catalytique du cycle 
moléculaire [107, 128, 130-132, 135, 142, 149, 151, 154, 170, 171]. Il transfère un électron au 
complexe FeIIO2 et permet de former l’espèce Fe
IIIOO-. Au cours de l’étape d’oxydation de l’arginine 
(Etape 1), le radical a été piégé sous la forme BH4
+• [150] avec une densité de spin essentiellement 
localisée sur l’azote N5 [149]. Les résultats suggèrent qu’il n’y aurait pas de transfert de proton de la 
part du cofacteur pendant l’oxydation de l’arginine. 
 
 
Figure 86 : Formules chimiques des cofacteurs BH4 et THF.  
 Pendant l’étape d’oxydation du NOHA (Etape 2), l’activité redox de la ptérine est 
visiblement différente de celle observée dans l’Etape 1. Le cofacteur pourrait avoir un rôle 
supplémentaire « d’oxydant » en fin de cycle catalytique [171]. En plus d’activer l’oxygène au début 
de la réaction d’oxydation du NOHA, il participerait à la formation de l’espèce FeIIINO à la fin du 
cycle moléculaire. Mais contrairement à l’Etape 1, le rôle du cofacteur dans l’Etape 2 n’a pas été 
extensivement étudié. La forme radicalaire de la ptérine n’a été piégée qu’une seule fois [171]. De 
plus l’état de protonation du radical n’a jamais été décrit dans l’Etape 2 et le cofacteur reste 
potentiellement un donneur de proton.  
 La NOS bactérienne est un modèle courant pour l’étude du mécanisme moléculaire de la 
NOS de mammifère mais l’activité redox du cofacteur tant dans l’Etape 1 que dans l’Etape 2 n’a 
jamais été démontrée. De plus, la plupart des bactéries ne détiennent pas la machinerie nécessaire à 
la synthèse du cofacteur BH4 in vivo [119] et le cofacteur BH4 n’a aucun effet structural significatif sur 
la formation des dimères. Le THF, lui, est présent in vivo dans les bactéries. Il est constitué du même 
noyau ptérine que le BH4 et dispose d’une chaine latérale beaucoup plus longue (voir Figure 86). En 
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absence de ptérine BH4 dans l’environnement naturel de la bactérie, il est proposé que le THF soit le 
cofacteur redox de la NOS bactérienne. Sa présence accélère la vitesse de disparition de 
l’intermédiaire FeIIO2 bien que son activité redox n’ait jamais été démontrée ni dans l’Etape 1, ni 
dans l’Etape 2, comme dans le cas du cofacteur BH4. 
  
 Nous proposons dans cette partie une étude comparative de l’activité redox du BH4 (Tableau 
16). Le rôle exercé par le cofacteur dans l’Etape 1 (l’oxydation de l’arginine) est comparée à celui 
observé dans l’Etape 2 (l’oxydation du NOHA). Nous comparons également l’activité redox du BH4 
entre une NOS de mammifère (iNOSoxy) et une NOS bactérienne (bsNOS).  
 
 Etape 1 (oxydation du substrat arginine) Etape 2 (oxydation du substrat NOHA) 
 +BH4/+Arg +THF/+Arg + BH4/+NOHA +THF/+NOHA 
Transfert électron proton électron proton électron proton électron proton 
iNOSoxy oui non   oui ?   
bsNOS ? ? ? ? ? ? ? ? 
         
Tableau 16 : Tableau récapitulatif de l’activité du BH4 et/ou du THF dans les deux étapes 
d’oxydation de la NOS bactérienne et de la NOS de mammifère et questions étudiées (?) 
dans cette partie de la thèse. 
 La réaction d’oxydation du substrat (arginine ou NOHA) a été stoppée par freeze-quench (voir 
Chapitre 2, 5.2.) et les espèces piégées ont été étudiées par spectroscopie RPE. Les résultats 
présentés ici correspondent, en partie, à la publication jointe en Annexe 2. 
 Pour la première étape, la vitesse de disparition du radical est relativement lente (Figure 87). 
A 10 °C, le laps de temps pendant lequel le pourcentage de radical est supérieur à 70 % de la 
quantité d'hème dans l'échantillon est supérieur à 400 ms (de 120 ms à 550 ms, [131]). Les temps 
choisis pour piéger le radical dans la première étape se situent donc dans cette marge de temps. Dans 
le cas de la deuxième étape, la vitesse de formation et de disparition du radical est beaucoup plus 
rapide [171] et le pourcentage de radical n'excède pas 35 % de la quantité d'hème présent dans 
l'échantillon. Le temps choisi pour piéger le radical dans la deuxième étape se situe donc précisément 
au maximum de formation du radical : à 60 ms. Il a également été piégé à des temps plus court et 
l'évolution du radical a ensuite été suivie avec des étapes de sauts en température. 
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Figure 87 : Cinétiques de formation et de disparition théoriques du radical BH4 pendant 
l'étape d'oxydation de l'arginine (bleu) et l'étape d'oxydation du NOHA (rouge) [171]. 
 Pour bsNOS, ne disposant pas d’information quant au rôle redox du BH4 ou du THF dans 
la littérature, une large gamme de temps a été testée pour les deux étapes du cycle catalytique.  
 
 Nous avons pu piéger la forme radicalaire du cofacteur dans l'étape d’oxydation de l'arginine 
avec iNOSoxy et nous avons ensuite comparé nos résultats à ceux obtenus dans la littérature. Les 
rôles redox de BH4 et THF ont ensuite été étudiés dans l’Etape 1 de bsNOS et nous les avons 
comparés à celui observé avec iNOSoxy. Nous avons également étudié le rôle du cofacteur pendant 
d’oxydation du NOHA. Dans le cas de iNOSoxy nous avons comparé l’état de protonation du 
radical à celui obtenu dans l’Etape 1. Nous verrons que les résultats obtenus avec l’Etape 2 de 
bsNOS sont surprenants et illustrent bien l’intérêt des études comparatives et la nécessité 
d’approfondir le mécanisme moléculaire et la fonction biologique des NOS bactériennes.  
3.2. Rôle du cofacteur BH4 dans l'étape d’oxydation de l’arginine par la NO-Synthase 
inductible 
 Pour piéger le radical formé lors de l’Etape 1, nous avons déclenché la réaction d’oxydation 
de l'arginine en mélangeant la protéine iNOSoxy à l’état FeII et en présence du cofacteur BH4 avec 
un tampon saturé en dioxygène. Des temps de piégeage supérieurs à 120 ms ont été choisis afin 
d’obtenir un maximum de formation du radical [131]. 
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Etude de l’espèce héminique : 
 Les espèces piégées à 120 ms et 170 ms sont analysées par spectroscopie RPE en bande X et 
sont présentées en Figure 88. 
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Figure 88 : Spectres RPE en bande X des espèces piégées après 120 ms et 170 ms de temps 
de réaction dans la première étape de iNOSoxy (en présence d’arginine et de BH4). 
 Les signatures spectrales obtenues à 120 ms et 170 ms sont composées de deux signaux. Le 
premier est un signal caractéristique de l’espèce FeIII HS rhombique avec trois valeurs de geff. Le 
second signal se trouve à g=2 et traduit la présence d’un radical organique dans l’échantillon. La 
présence de l’espèce FeIII indique qu’il y a bien eu une réaction d’oxydation de l’espèce FeII de départ 
lors du mélange avec le tampon oxygéné. Les valeurs de geff de l’espèce Fe
III piégée à 120 ms ou 170 
ms permettent de déterminer la nature du substrat présent dans la cavité [205] par comparaison avec 
des échantillons de référence (Tableau 17). L’espèce FeIII piégée est caractérisée par les valeurs 
g1eff=7,63 g2eff=4,05 et g3eff=1,80 (g1eff représenté en bleu sur la Figure 89). Ces valeurs se rapprochent 
le plus d’une espèce FeIII en présence du substrat NOHA dans la cavité (g1eff=7,66 g2eff=4,04 et 
g3eff=1,80, g1eff représenté en noir sur la Figure 89). 
 
FeIII HS, iNOSoxy, oxydation de l’arginine g1eff g2eff g3eff E/D 
piégé à 120 ms et 170 ms 7,63 4,05 1,80 0,076 
+BH4 7,68 3,98 1,79 0,079 
+Arg +BH4 7,57 4,13 1,81 0,073 
+NOHA +BH4 7,66 4,04 1,80 0,078 
     
Tableau 17 : Valeurs de geff et de E/D de l’espèce FeIII piégée à 120 ms et à 170 ms et 
comparaison à des échantillons de référence. 
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Figure 89 : Zone à g1eff du signal RPE du FeIII HS piégé à 120 ms pendant l’oxydation de 
l’arginine (en bleu). Comparaison aux échantillons de références ayant comme substrat le 
NOHA (en noir) et l’arginine (en rose). 
 La largeur de la raie g1eff de l’espèce Fe
III HS piégée à 120 ms peut être expliquée par la 
présence d’un mélange d’espèces dans l’échantillon obtenu par freeze-quench. Une fraction de la 
protéine pourrait encore contenir l’arginine dans la cavité (g1eff=7,57 g2eff=4,13 et g3eff=1,81, g1eff 
représenté en rose sur la Figure 89). Cela correspondrait à une proportion de protéine qui ne 
réagirait pas dans nos conditions expérimentales. La largeur de raie pourrait être également attribuée 
à un mélange de conformations du substrat NOHA dans la cavité : le complexe FeIII HS en présence 
du substrat NOHA généré à température ambiante puis congelé (g1eff=7,66) pourrait adopter une 
conformation différente de celle générée par la protéine pendant l’oxydation de l’arginine 
(g1eff=7,63). Cependant, la présence de NOHA de manière majoritaire dans la cavité du 
substrat indique que la réaction d’oxydation de l’arginine a bien eu lieu. 
 
Quantification du radical piégé à 170 ms : 
 Nous avons quantifié le radical piégé à 170 ms. La quantification de spin se fait par double 
intégration du signal à 70 K et est comparée à celle obtenue avec une gamme de concentrations de 
sulfate de cuivre pour laquelle les spectres RPE sont enregistrés dans les mêmes conditions (non 
saturantes) que le radical. Nous déterminons ainsi la concentration du radical piégé à 190 µM à 170 
ms. La concentration en radical correspond à 84 % de l’hème présent dans l’échantillon 
(concentration de l’hème aux environ de 225 µM pour cet échantillon). Ce résultat confirme celui 
obtenus par Wei et al. [131, 171] qui ont estimé un maximum de formation du radical aux alentours 
de 75-80 % de la quantité d’hème présent dans l’échantillon. 
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Caractérisation du radical :  
 Les signatures spectrales du radical obtenues par spectroscopie RPE en bande X et 
enregistrées à 10 K et 70 K (Figure 90, spectres bleus) sont identiques à celles décrites dans la 
littérature pour le radical ptérine [129, 131, 135, 149, 151, 155, 168] et récemment attribuées plus 
précisément à l’espèce protonée BH4
+• [150]. 
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Figure 90 : Spectres RPE en bande X du radical piégé à 120 ms dans un solvant H2O 
(spectres bleus) ou un solvant D2O (spectre noir). Comparaison de l’enregistrement à 10 K 
et à 70 K. 
 Les raies du spectre RPE obtenu à basse température sont élargies, ce qui corrobore les 
données publiées précédemment [129, 131, 135, 149, 151, 155, 168]. Cet élargissement est dû au 
couplage dipolaire entre le radical et l’espèce FeIII HS située à une distance de 13,6 Å de l’azote N5 
[150]. A plus haute température, la relaxation de spin de l’espèce FeIII est beaucoup plus rapide et 
cela moyenne l’effet du couplage dipolaire sur l’espèce radicalaire. L’affinement des raies du spectre 
du radical obtenu avec un solvant D2O (Figure 90 spectre noir) est dû principalement à l’échange du 
proton avec un atome de deutérium [149]. 
 Le couplage hyperfin entre le radical et l’azote situé en N5 a une valeur Azz=63 MHz. Les 
calculs DFT effectués par Stoll et al. indiquent que le couplage hyperfin aurait une valeur de 72 MHz 
si l’azote N5 n’était pas protoné. La convergence de nos données avec celles déjà décrites et 
analysées précédemment [150] confirme que nous caractérisons un radical BH4
+• dont la 
densité de spin est essentiellement localisée sur N5 [149]. 
 
 L’anisotropie de g des radicaux organiques est très faible mais peut être résolue par la 
spectroscopie RPE à haut champ (voir Chapitre 2, 4.4.). Nous avons comparé le radical piégé 
pendant l’Etape 1 (l’oxydation de l’arginine) (Figure 91, spectre bleu) avec un radical ptérine obtenu 
par oxydation chimique en solution (BH4 oxydé par le peroxyde d'hydrogène dans un solvant 
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CF3COOH:MeOH (6:1)) (Figure 91, spectre noir). On peut noter que les raies sont mieux résolues 
dans le cas du radical généré chimiquement du fait de l’absence d'hème à proximité et donc 
d’interactions magnétiques. 
 
10.15 10.16 10.17 10.18 10.19
Radical, 285 GHz, 4 K
iNOSoxy +BH
4
/+Arg 120 ms 
Radical obtenu chimiquement
Champ magnétique (T)
 
Figure 91 : Spectres RPE à haut champ du radical piégé à 120 ms (en bleu) et du radical 
généré chimiquement (en noir) ainsi que leurs simulations. 
 Les spectres obtenus à haut champ ont été simulés avec les paramètres indiqués dans le 
Tableau 18. La similitude des valeurs de g du radical dans l’enzyme avec le radical ptérine généré par 
voie chimique confirme que nous avons piégé un radical ptérine dans iNOSoxy pendant l’oxydation 
de l’arginine. Nous déterminons ainsi les valeurs de g du radical piégé : g1=2,0043 g2=2,0038 
g3=2,0021.  
 
 
Radical BH4, iNOSoxy, oxydation de l’arginine g1 (g1 strain) g2 (g2 strain) g3 (g3 strain) Azz (N) en MHz 
radical piégé à 120 ms  2,0043 
(0,00003) 
2,0038 
(0,00018) 
2,0021 
(0,00012) 
63 
BH4 oxydé chimiquement 2,0045 2,0036 2,0022 61 
radical piégé à 125 ms [150] 2,0043 2,0035 2,0021 63 
     
Tableau 18 : Valeurs de g du radical piégé pendant l’oxydation de l’arginine comparées à 
celles obtenues dans la littérature et à celles obtenues avec un radical généré chimiquement. 
 Le radical piégé par Stoll et al. présente les valeurs de g suivante : g1=2,0043 g2=2,0035 
g3=2,0021 (Tableau 18). Les simulations DFT indiquent qu’il pourrait y avoir une différence selon 
l’état de protonation du radical. Ainsi, une espèce non protonée en N5 (BH3
•) aurait des valeurs de g 
modifiées par rapport au radical protoné sur cet azote (g1=2,0045 g2=2,0037 g3=2,0025).  
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 Les valeurs de g du radical que nous piégeons après 120 ms de réaction et, surtout, le 
couplage hyperfin observé en bande X, similaires à ceux obtenus par Stoll et al., indiquent 
que nous piégeons la même espèce protonée BH4
+•. L’analyse des signaux RPE obtenus en 
bande X montre la présence du NOHA dans la cavité du substrat et indique que l’étape 
d’hydroxylation de l’arginine a bien eu lieu. 
 
Sauts en température : 
 Afin de suivre l’évolution du signal FeIII HS et du radical, nous avons procédé à des sauts en 
température allant de 140 à 250 K. L’échantillon, stocké à 77 K, est plongé pendant 1 minute dans 
des bains d’isopentane refroidis à l’azote liquide (voir Chapitre 2, 5.2.). Il est ensuite analysé par 
spectroscopie RPE. Les sauts en température ne permettent pas de mettre en évidence d’autres 
espèces paramagnétiques que l’espèce FeIII HS et le radical. Le signal FeIII n’évolue pas avec les sauts 
en température (Figure 92), il reste caractéristique d’une espèce HS avec, probablement, un substrat 
NOHA dans la cavité (majoritaire). L’intensité du signal n'augmente pas ce qui indique qu’à 170 ms 
la réaction d’oxydation de l’arginine est totalement terminée. 
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Figure 92 : Effet des sauts en température sur le signal g1eff du FeIII HS d’un échantillon 
piégé à 170 ms. 
 Dans le cas du radical, le signal commence à diminuer à partir de 170 K et disparaît 
complètement à la température de 250 K (Figure 93). L’absence d’augmentation du radical confirme 
qu’à 170 ms on se trouve au niveau ou après le maximum de formation comme indiqué dans la 
littérature [149]. 
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Figure 93 : Effet des sauts en température sur le signal du radical d’un échantillon piégé à 
170 ms. 
Discussion et conclusion :  
 Le cofacteur BH4 exerce un rôle redox dans l’Etape 1 de la NOS de mammifère : le transfert 
d’un électron sert à activer le complexe FeIIO2. Ce transfert a été montré pour toutes les isoformes 
de mammifère (Tableau 19). En outre le rôle redox du cofacteur BH4 a été caractérisé cinétiquement 
et couplé à la vitesse de disparition de l’espèce FeIIO2 [129, 131, 135, 149, 151, 155, 168]. 
 
Etape d’oxydation de l’arginine iNOSoxy nNOS eNOS Références 
Formation FeIIO2 52,7 s-1 52,7 s-1 55,6 s-1 [131, 135] 
Disparition FeIIO2 12,5 s-1 24,2 s-1 6,7 s-1 [131, 135] 
Formation NOHA  9,2 s-1 18,2 s-1 5,8 s-1 [131, 135] 
Formation Radical 11,1 s-1 20,0 s-1 6,5 s-1 [131, 135] 
Disparition Radical 0,7 s-1 0,6 s-1 3,8 s-1 [131, 135] 
     
Tableau 19 : Tableau récapitulatif des vitesses de formation et de disparition du complexe 
FeIIO2 à 10°C, des vitesses de formation et de disparition du radical et des vitesses de 
formation du NOHA pour la première étape des NOS de mammifère. 
 En revanche, la capacité de BH4 à transférer un proton est encore un sujet de controverse. 
Le modèle moléculaire théorique de la première étape catalytique, basé sur un mécanisme de type 
P450, propose que l’espèce oxydante de la première étape catalytique soit une espèce cpI. Dans ce 
contexte, le transfert de deux protons est nécessaire pour activer l’oxygène. De nombreuses études 
ont proposé que le cofacteur BH4 intervienne également comme donneur de proton du fait du 
réseau très dense de liaison H impliquant le cofacteur avec les propionates de l’hème, les molécules 
d’eau et les résidus de la cavité [43, 97, 133, 145, 155, 229, 230]. Le radical piégé étant protoné 
(BH4
+•) cette hypothèse est peu probable comme le discute Stoll et al. Cependant nous ne pouvons 
- 160 - 
pas exclure que le transfert de proton soit ultra-rapide et réversible ne nous permettant pas, ainsi, de 
piéger l’état BH3
• dans nos conditions expérimentales. D’autre part, l’état de protonation de départ 
du cofacteur n’est pas caractérisé et le transfert couplé reste possible dans l’hypothèse où l’espèce de 
départ serait la forme BH5
+. Cependant, plusieurs études montrent qu’à pH physiologique le BH4 
serait plus probablement sous forme neutre [231] : le pKa est de 5,6 pour une double protonation 
sur l’azote N5. Dans ce contexte, le fait de piéger le cofacteur sous la forme BH4
+• supporte 
fortement l’hypothèse selon laquelle le cofacteur ne transfère qu’un électron. L’analyse des radicaux 
piégés pour les autres isoformes de mammifères eNOS et nNOS suggère qu’ils soient également 
sous forme protonés [129, 135]. Cet état suggère que le cofacteur ne transfèrerait qu’un électron et 
n’effectuerait pas, non plus, de transfert couplé avec un proton dans le cas de ces isoformes. 
 Le cofacteur BH4 ne transfère pas de proton dans l’étape catalytique d’oxydation de 
l’arginine (Etape 1) des NOS de mammifère. Les deux protons nécessaires à la formation des 
espèces oxydantes de la première étape catalytique pourraient provenir du guanidinium de l’arginine 
et d’une molécule d’eau [94, 138, 144, 157, 232] (voir Chapitre 1, 4.1.5.) 
3.3. Rôle du cofacteur BH4 et de THF dans l'étape d’oxydation de l’arginine par la 
NOS de Bacillus subtilis 
 L’activité redox du cofacteur BH4 (ou THF) n’a jamais été mise en évidence dans le cas de la 
NOS bactérienne. Nous avons étudié la réaction d’oxydation de l’arginine par la protéine bsNOS. 
Celle-ci est conditionnée à l’état FeII en présence du substrat arginine et du cofacteur BH4 (ou THF). 
La solution protéique à l’état ferreux est mélangée avec un tampon saturé en dioxygène. Les temps 
de piégeage de la réaction ont été choisis pour couvrir une gamme de temps assez large.  
 
Etude de l’espèce FeIII : 
 Les spectres RPE obtenus en bande X des espèces piégées en présence du cofacteur BH4 
sont représentés sur la  Figure 94. 
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 Figure 94 : Spectres RPE en bande X et à 10 K des 
espèces piégées durant l’étape d’oxydation de 
l’arginine par bsNOS entre 15 ms et 183 ms en 
présence de BH4. 
Figure 95 : Spectres RPE en bande X et à 10 K des 
espèces piégées dans la première étape de bsNOS 
(pendant l’oxydation de l’arginine) : entre 15 ms et 525 
ms en présence de THF. 
 Les signatures spectrales RPE obtenues avec le cofacteur BH4 sont toutes composées 
majoritairement de deux signaux. Comme pour la première étape catalytique de iNOSoxy, le 
premier est un signal caractéristique d’une espèce FeIII HS avec trois valeurs de geff et le second signal 
situé à g=2 indique la présence d’un radical organique. L’échantillon contenant la plus grande 
quantité de radical (temps de réaction de 35 ms, spectre rouge) a été utilisé pour sa caractérisation. 
Les signatures spectrales RPE obtenues avec le cofacteur THF sont également composées de deux 
signaux : l’espèce FeIII HS et un signal à g=2 (Figure 95). A 12 ms, la quantité de radical est encore 
trop faible pour être détectée. A 525 ms la réaction est probablement terminée et le radical n’est plus 
détecté. L’échantillon avec un temps de réaction de 31 ms (spectre rouge) a permis de caractériser 
l’espèce radicalaire et de suivre l’évolution des espèces lors des sauts en température. 
 La détermination des valeurs de geff de l’espèce Fe
III HS et leurs comparaisons avec des 
échantillons de références a permis d’identifier la nature du substrat présent dans la cavité (Tableau 
20).  
 
FeIII HS, bsNOS, oxydation de l’arginine g1eff g2eff g3eff E/D 
+BH4 piégé de 15 à 183 ms 7,71 3,97 1,79 0,081 
+THF piégé de 15 à 525 ms 7,71 3,97 1,79 0,081 
+BH4 7,69 3,99 1,78 0,080 
+Arg +BH4 7,64 4,07 1,80 0,077 
+NOHA +BH4 7,73 3,97 1,78 0,082 
     
Tableau 20 : Valeurs de geff et de E/D de l’espèce FeIII HS piégée avec le cofacteur BH4 et 
avec le cofacteur THF et comparaison à des échantillons de référence. 
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 La présence de l’espèce FeIII HS indique que la réaction d’oxydation de l'espèce FeII de 
départ a bien eu lieu aux temps de réaction analysés. Les valeurs de geff de l’espèce Fe
III avec BH4 et 
avec THF sont identiques : g1eff=7,71 g2eff=3,97 et g3eff=1,79 (g1eff représenté en rouge sur la Figure 
96). Ces valeurs sont très proches d’une espèce FeIII en présence du substrat NOHA dans la cavité : 
g1eff=7,73 g2eff=3,97 et g3eff=1,78 (g1eff représenté en gris sur la Figure 96). 
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Figure 96 : Zone g1eff du signal RPE du FeIII HS piégé à 35 ms avec le cofacteur BH4 
pendant l’oxydation de l’arginine (en rouge). Comparaison aux échantillons de référence 
ayant comme substrat le NOHA (en gris) et l’arginine (en rose). 
 La présence de NOHA dans la cavité indique que la réaction d’oxydation de 
l’arginine a bien eu lieu en présence du cofacteur BH4 mais aussi en présence du cofacteur 
THF.  
 
Caractérisation du radical :  
 Les radicaux obtenus pendant l’étape d’oxydation de l’arginine par bsNOS en présence de 
BH4 (Figure 97, spectres rouges) et THF (Figure 97, spectre noir) sont analysés dans les mêmes 
conditions que celles utilisées pour l'Etape 1 de iNOSoxy. Ainsi les signatures spectrales peuvent 
être directement comparées à celles observées précédemment dans le cas de iNOSoxy (Figure 97, 
spectre bleus).  
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Figure 97 : Spectres RPE du radical BH4 obtenu dans la première étape de bsNOS dans un 
solvant H2O ou D2O (en rouge) comparés au THF (en noir) et à ceux obtenus avec 
iNOSoxy (en bleu) dans les mêmes conditions. 
 La comparaison des spectres rouges (radical BH4 obtenu avec bsNOS dans H2O et D2O) et 
des spectres bleus (radical BH4 obtenu avec iNOSoxy dans H2O et D2O) montre que le couplage 
hyperfin du radical piégé avec bsNOS est identique à celui piégé dans la première étape catalytique 
de iNOSoxy. Cela suggère que le radical observé pendant l’oxydation de l’arginine par bsNOS est 
dans le même état de protonation que celui observé pour iNOSoxy : l’état protoné BH4
+•. De même, 
le radical THF obtenu avec bsNOS dans H2O (spectre noir) a un couplage hyperfin similaire à celui 
obtenu avec BH4 et suggère que le THF est probablement dans le même état de protonation que le 
BH4
+• piégé. Le couplage hyperfin des espèces piégées avec bsNOS à 35 ms et 31 ms pendant 
la réaction d’oxydation de l’arginine sont similaires à ceux obtenus pendant la première 
étape catalytique de iNOSoxy et indiquent que nous piégeons le même radical protoné 
BH4
+• ou THF+•. 
 
 La Figure 98 représente l’analyse par spectroscopie RPE à haut champ du radical BH4
+• piégé 
pendant l’oxydation de l’arginine avec bsNOS (en rouge) et iNOS (en bleu). La signature spectrale 
du radical THF à haut champ n'a pas pu être enregistrée du fait de la plus faible quantité de radical 
obtenu. 
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Figure 98 : Spectre RPE haut champ du radical BH4 obtenu pour l'Etape 1 de bsNOS (en 
rouge) comparé à celui obtenu pour la NOS de mammifère iNOSoxy (en bleu) et leurs 
simulations. 
 Les spectres ont été simulés avec les paramètres indiqués dans le Tableau 21 et la simulation 
obtenue est représentée en bleu sur la Figure 98.  
 
Radical BH4, bsNOS, oxydation de l’arginine g1 (g1 strain) g2 (g2 strain) g3 (g3 strain) Azz (N) en MHz 
+Arg +BH4, radical piégé à 35 ms 2,0043 
(0,00003) 
2,0036 
(0,00018) 
2,0021 
(0,00012) 
66 
iNOSoxy +Arg +BH4, radical piégé à 120 ms 2,0043 
(0,00003) 
2,0038 
(0,00018) 
2,0021 
(0,00012) 
63 
     
Tableau 21 : Valeurs de g du radical piégé pendant l’oxydation de l’arginine de bsNOS 
comparées à celles obtenues avec la NOS de mammifère et détails des paramètres de 
simulations. 
 Les valeurs de g du radical piégé pendant l’oxydation de l’arginine par bsNOS (g1=2,0043 
g2=2,0036 g3=2,0021) confirment que nous piégeons le même radical (BH4
+•) que celui obtenu dans 
l'Etape 1 de iNOSoxy (g1=2,0043 g2=2,0038 g3=2,0021). 
  
Sauts en température avec le cofacteur THF : 
 Au cours des sauts en température réalisés avec l’échantillon piégé à 31 ms en présence de 
THF (Figure 99, spectre rouge), le signal RPE du FeIII HS augmente en intensité de 170 K jusqu’à la 
température ambiante (Figure 99, spectres bleus). Cela signifie qu’à 31 ms la réaction d’oxydation de 
l’arginine n’est pas terminée et qu’il reste une certaine proportion d’espèce FeII qui s’oxyde pendant 
les sauts en température. 
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Figure 99 : Effet des sauts en température sur le signal RPE à g1eff du FeIII HS d’un 
échantillon piégé à 31 ms avec le THF. 
 De 170 K à 240 K la valeur de g1eff ne change pas : elle reste proche des caractéristiques 
d’une espèce HS avec un substrat NOHA dans la cavité. En revanche, après décongélation (5 
minutes à température ambiante), le signal g1eff de l’espèce Fe
III est décalé vers une valeur 
caractéristique d’une espèce HS avec un substrat arginine (Figure 99, spectre noir). Les sauts en 
température montrent que, pendant l’expérience de freeze-quench, l’arginine est oxydée en NOHA 
(comme l’indique la présence de NOHA dans la cavité de 170 à 240 K). Quand l’échantillon est 
réchauffé 5 minutes à température ambiante, le décalage de la valeur de g1eff peut être attribué à un 
échange entre le NOHA présent dans la cavité du substrat et l’arginine restante en solution. Cette 
observation suggère que l’étape de lavage sur les mini-colonnes de désalinisation protéique n'a pas 
éliminé entièrement l'excès de substrat (voir Chapitre 2, 3.2.). L'ensemble de ces résultats 
indiquent que l'oxydation du substrat arginine en NOHA est réalisée in situ et de manière 
spécifique. Le substrat NOHA est chassé de la cavité uniquement après la décongélation de 
l'échantillon. 
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Figure 100 : Effet des sauts en température sur le signal du radical d’un échantillon piégé à 
31 ms avec le THF. 
 Au cours des sauts en température le signal RPE du radical THF ne change pas d’intensité 
jusqu’à 170 K (Figure 100) et disparaît progressivement entre la température de 180 K et 250 K. A 
aucun moment nous n'observons une augmentation de l’intensité du radical; cela suggère que le 
radical THF a été piégé en aval de son temps optimal de formation.  
 Les sauts en température ne permettent pas de mettre en évidence d’autres espèces 
paramagnétiques que le FeIIIHS et le radical ptérine. 
 
Discussion et conclusion :  
 Les NOS bactériennes sont couramment utilisées comme modèle pour expliquer le 
mécanisme moléculaire des NOS de mammifère [107, 119] mais il n’a jamais été prouvé qu’elles 
partageaient exactement le même mécanisme d’activation de l’oxygène. La présence du cofacteur 
accélère la vitesse de disparition de l’intermédiaire FeIIO2 de 13 fois dans le cas de bsNOS [120]. 
Mais cet effet est très inférieur à celui observé dans le cas de iNOSoxy pour lequel la présence du 
cofacteur accélère la vitesse de disparition de l’espèce FeIIO2 de 100 fois [131] (Tableau 22). De plus, 
l’effet observé chez bsNOS n’a jamais été corrélé à un rôle redox de la part du cofacteur. Quant au 
THF, la vitesse de disparition de l’espèce FeIIO2 est accélérée de seulement 3 à 5 fois en sa présence 
[104], ce qui questionne la pertinence de THF comme cofacteur redox naturel de la NOS 
bactérienne. 
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Disparition du FeIIO2 +Arg +BH4 +Arg +THF +Arg Références 
iNOSoxy 0,2 s-1 12,5 ou 20,7 s-1 (64 ou 114)  [122, 131, 171, 233] 
eNOS  5,4 s-1  [137] 
nNOSoxy 0,14 s-1 10,0 s-1 (71)  [68, 135] 
gsNOS  0,04 s-1 1,4 s-1 (35)  [99] 
drNOS 1,4 s-1 3,9 s-1 (2,8) 4,2 s-1 (3) [68, 120] 
bsNOS 0,4 s-1 5,4 s-1 (13) 1,8 s-1 (4,5) [120] 
     
Tableau 22 : Tableau récapitulatif des vitesses de disparition du complexe FeIIO2 (en s-1) à 
10°C pour la première étape des NOS bactériennes en présence ou absence de BH4 et/ou 
THF et comparaison aux NOS de mammifères. Entre parenthèse est indiqué l’effet du BH4 
et/ou THF sur la vitesse. 
 Pour la première fois nous démontrons ici que les radicaux BH4 et THF sont formés 
pendant l’oxydation de l’arginine par bsNOS. L’analyse des signaux RPE obtenus en bande X 
montre que la formation du radical BH4
+• et du radical THF est corrélée à la formation de NOHA in 
situ dans la cavité du substrat. Même si le cofacteur naturel de la NOS bactérienne in vivo n’est 
pas formellement identifié à ce jour, nous montrons ici que le BH4 et le THF sont capables 
de transférer un électron au complexe FeIIO2 et sont donc aptes à remplir ce rôle pendant 
l'Etape 1 catalytique (étape d'oxydation de l'arginine).  
 Le couplage hyperfin et les valeurs de g sont les mêmes que ceux attribués à l’espèce BH4
+• 
dans la première étape catalytique de iNOSoxy. Le rôle redox des cofacteurs BH4 et THF dans 
l'Etape 1 de la NOS bactérienne semble donc identique à celle de iNOSoxy : le transfert d’un 
électron sans transfert de proton. Les deux protons nécessaires à l’activation de l’oxygène peuvent 
provenir, comme pour iNOSoxy, du guanidinium de l’arginine, du solvant ou de la molécule d’eau, 
comme expliqué plus haut [94, 138, 144, 157, 232]. Nos résultats montrent que iNOSoxy et 
bsNOS semblent partager le même type de séquence de transfert d’électron pendant l’étape 
d'oxydation du substrat arginine. La NOS bactérienne pourrait être un bon modèle pour étudier 
la séquence de transfert de proton et d’électron pendant l'Etape 1 du cycle moléculaire. 
 Le radical n’a pas été quantifié dans cette étape mais il est clair au vu des spectres RPE en 
bande X que les espèces radicalaires sont produites avec un rendement radicalaire inférieur à 80 % 
dans nos conditions expérimentales. De plus, le maximum de formation du radical se situerait entre 
15 et 35 ms, soit plus de 100 ms plus tôt que dans le cas de la NOS de mammifère [131]. Cette 
constatation met en évidence des différences dans la vitesse de formation et de disparition de 
l’espèce radicalaire entre les NOS de bactéries et les NOS de mammifères. 
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 Le transfert d’électron provenant du cofacteur sert à activer l’espèce FeIIO2 ce qui signifie 
que la vitesse d’apparition du radical peut être assimilée à la vitesse de disparition du complexe 
FeIIO2. Dans cette optique la vitesse de formation du radical BH4
+• est 2 à 3 fois plus lente dans le 
cas de la NOS bactérienne (voir Tableau 22 [68, 120]) par rapport à la NOS de mammifère et 
expliquerait la moindre accumulation de l'espèce radicalaire BH4
+• ou THF+•. D’autre part la poche 
de fixation du radical est beaucoup plus ouverte dans le cas de la NOS bactérienne et la vitesse de 
disparition du radical pourrait être accélérée par le caractère plus accessible de la poche du cofacteur 
par le solvant. Le ralentissement de la vitesse de formation du radical concomitant à l’accélération de 
sa vitesse de disparition pourrait aisément expliquer les différences cinétiques observées pour la 
formation du radical entre iNOSoxy et bsNOS dans la première étape catalytique du cycle 
moléculaire. 
3.4. Rôle du cofacteur BH4 dans l'étape d’oxydation du NOHA par la NO-Synthase 
inductible 
 Pour piéger le radical formé dans l'Etape 2 du cycle moléculaire, nous déclenchons la 
réaction d’oxydation de NOHA, par le mélange de la protéine iNOSoxy à l’état FeII (en présence du 
substrat NOHA et du cofacteur BH4) avec un tampon saturé en dioxygène. Dans l'Etape 2 
catalytique, le cofacteur n'a été piégé qu'une seule fois sous forme radicalaire mais n'a pas été 
particulièrement caractérisé [171]. En outre l’état de protonation du radical n’a jamais été étudié. Les 
temps de piégeage choisis pour étudier la réaction d'oxydation du NOHA sont de 15 ms et 60 ms 
[171].  
 
Etude de l’espèce FeIII :  
 Les spectres RPE enregistrés en bande X sont représentés sur la Figure 101. Les signatures 
spectrales RPE obtenues à 15 ms et 60 ms sont similaires à celles observées pour l'Etape 1 de 
iNOSoxy et correspondent au mélange de l’espèce FeIII HS avec un radical organique à g=2.  
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Figure 101 : Spectres RPE en bande X et à 10 K des espèces piégées dans la deuxième 
étape catalytique de iNOSoxy (l’oxydation de NOHA) : à 15 ms et à 60 ms en présence du 
cofacteur BH4. 
 Les valeurs de geff de l’espèce Fe
III HS ont été déterminées par simulation et comparées à des 
échantillons de références (Tableau 23).  
 
FeIII HS, iNOSoxy, oxydation du NOHA g1eff g2eff g3eff E/D 
+NOHA +BH4 piégé à 15 ou 60 ms 7,66 4,05 1,80 0,078 
piégé dans Etape 1 7,63 4,05 1,80 0,076 
+BH4 7,68 3,98 1,79 0,079 
+Arg +BH4 7,57 4,13 1,81 0,073 
+NOHA +BH4 7,66 4,04 1,80 0,078 
     
Tableau 23 : Valeurs de geff et de E/D de l’espèce FeIII HS piégée à 15 ou 60 ms avec le 
cofacteur BH4 et comparaison à celui observé dans la première étape et à des échantillons 
de référence. 
 L’analyse des valeurs de geff de l’espèce piégée à 15 et 60 ms (g1eff=7,66 g2eff=4,05 et 
g3eff=1,80) ne permet pas de conclure très précisément sur la présence ou l'absence de substrat dans 
la cavité. Le signal g1eff de l'espèce piégée à 60 ms est représenté en vert sur la Figure 102. Les 
signaux attendus en présence de NOHA ou en absence de substrat sont respectivement représentés 
en gris et en bleu. 
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Figure 102 : Zone à g1eff du signal RPE du FeIII HS piégé à 60 ms pendant l’oxydation du 
NOHA (en vert). Comparaison aux échantillons de références : sans substrat (bleu), avec 
NOHA (en gris).  
 Dans la deuxième étape catalytique, le NOHA s’oxyde en citrulline. L’espèce FeIII formée 
avec la citrulline dans la cavité du substrat adopte une configuration BS avec une valeur de g1 aux 
environs de 2,46 [234]. Cette espèce n’est pas observée dans nos conditions expérimentales. La 
présence de NOHA dans la cavité pourrait suggérer que la réaction d’oxydation du NOHA n’a pas 
encore eu lieu à 15 et 60 ms. Cependant, nous avons vu, avec les étapes de saut en température 
réalisées sur la première étape catalytique de bsNOS, que l’excès de substrat initial n’est pas 
complètement éliminé après la désalinisation de l’échantillon. La présence du NOHA dans la cavité 
du substrat à 15 ou 60 ms pourrait être expliquée par un relargage rapide de la citrulline produite et 
la re-fixation du NOHA encore présent dans l’échantillon (kon NOHA = 12000 s
-1 M-1 [228] versus 
koff citrulline = 17 s
-1 [88]). La valeur de g1eff est également compatible avec l’absence de substrat et 
pourrait, quant à elle, correspondre à une espèce finale de la réaction c'est-à-dire au stade où la 
citrulline est relarguée de la cavité du substrat. Ainsi, nous caractérisons probablement un mélange 
d'espèces, la première correspondrait à une forme ayant relargué le substrat final citrulline et la 
seconde pourrait être celle obtenue après une re-fixation rapide du substrat NOHA. 
 
Caractérisation du radical :  
 La caractérisation du signal à g=2 par spectroscopie RPE en bande X met en évidence une 
signature spectrale différente de celle obtenue pendant l'étape d’oxydation de l’arginine (Figure 103, 
spectres gris). L'empreinte spectrale semble correspondre au mélange de deux espèces différentes : 
probablement une fraction de radical BH4
+• mais aussi une contribution spectrale qui rappelle celles 
observées avec les complexes FeIINO de NOS. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons généré 
plusieurs types de complexes FeIINO. Celui généré en présence de NOHA et du cofacteur BH4 a 
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une signature spectrale qui correspond à celle observée dans le mélange d'espèces piégées à 15 ou 60 
ms (Figure 103, spectres roses) et la contribution relative de cette espèce FeIINO semble plus 
importante à 60 ms qu’à 15 ms.  
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Figure 103 : Spectres RPE des espèces à g=2 dans la deuxième étape de iNOSoxy (en gris) 
et représentation de la contribution spectrale d’une espèce FeIINO (en rose). En vert est 
représenté le signal du radical après soustraction de la contribution FeIINO. 
 Ainsi, pendant la réaction d'oxydation du NOHA, le signal RPE enregistré aux temps 15 et 
60 ms (Figure 103, en gris) semble correspondre au mélange d'un radical ptérine avec un complexe 
FeIINO (Figure 103, en rose). La soustraction de la contribution du FeIINO permet d’isoler le signal 
du radical (Figure 103, en vert). 
 La comparaison de ce spectre obtenu à 60 ms pendant l’oxydation du NOHA dans un 
solvant aqueux ou deutéré (Figure 104, spectres verts) avec ceux obtenus pendant l’oxydation de 
l’arginine (Figure 104, spectres bleus) montre que la contribution du couplage hyperfin est identique 
dans les deux cas. Pour iNOSoxy, le radical piégé pendant la deuxième étape catalytique est 
identique à celui piégé pendant la première : le radical protoné BH4
+•. 
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Figure 104 : Spectres RPE du radical BH4 obtenus pour la deuxième étape de iNOSoxy 
dans un solvant H2O ou D2O (en vert) comparés et à ceux obtenus dans la première étape 
(en bleu). 
 Les valeurs de g sont déterminées par la spectroscopie RPE à haut champ (Figure 105, 
spectre vert) et comparées à celles obtenues avec iNOSoxy dans la première étape catalytique 
(Figure 105, spectre bleu). Les paramètres des simulations (en bleu sur la Figure 105) sont indiqués 
dans le Tableau 24. 
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Figure 105 : Spectre RPE haut champ du radical BH4 obtenu avec iNOSoxy (en vert) dans 
la deuxième étape et comparé à celui obtenu dans la première étape (en bleu). Les 
simulations sont également représentées en bleu. 
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 Les valeurs de g obtenues (g1=2,0042 g2=2,0036 g3=2,0021) confirment que nous piégeons, 
pendant l’oxydation du NOHA, un radical similaire à celui observé lors de la première étape 
catalytique d’oxydation de l’arginine (Tableau 24). 
 
Présence d’une espèce FeIINO : 
 Afin d'étudier plus précisément l'espèce FeIINO présente de manière concomitante au 
radical, nous avons soustrait, au spectre global, la contribution spectrale du radical BH4
+• obtenu 
dans la première étape (Figure 106, spectre bleu) à la signature spectrale du signal à g=2 de la 
deuxième étape (Figure 106, spectre gris). Le spectre FeIINO ainsi obtenu est représenté en rose sur 
la Figure 106.  
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Figure 106 : Différence entre l’espèce piégée dans la deuxième étape de iNOSoxy à 60 ms 
(en gris) et la contribution spectrale du radical (en bleu) de la première étape : mise en 
évidence d’une espèce FeIINO (en rose). 
 L’espèce FeIINO est caractérisée par trois valeurs de g et un couplage hyperfin avec l’azote 
de l’espèce NO. Afin de mieux identifier ce complexe FeIINO, nous l’avons comparé à des 
échantillons de référence en absence ou en présence de différents substrats : arginine, NOHA, 
citrulline (Figure 107, spectres noirs).  
Radical BH4, iNOSoxy,  
oxydation du NOHA 
g1 (g1 strain) g2 (g2 strain) g3 (g3 strain) Azz (MHz) 
+NOHA +BH4, radical piégé à 60 ms 2,0042 (0,00003) 2,0036 (0,00018) 2,0021 (0,00012) 63 
iNOSoxy +Arg +BH4, radical piégé à 120 ms 2,0043 (0,00003) 2,0038 (0,00018) 2,0021 (0,00012) 63 
Tableau 24 : Valeurs de g du radical piégé pendant l’oxydation du NOHA par iNOSoxy 
comparées à celles obtenues dans la première étape et détails des paramètres de simulations. 
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Figure 107 : Spectre RPE de des espèces FeIINO de références (en noir) et leurs 
simulations (en bleu) et comparaison au FeIINO piégé dans la deuxième étape de iNOSoxy 
(en rose). 
 Les simulations des spectres avec les paramètres indiqués dans le Tableau 25 sont 
représentées en bleu sur la Figure 107. Elles permettent de déterminer les valeurs de g des espèces 
FeIINO (Tableau 25). 
 
 La simulation de l’espèce FeIINO, piégée à 60 ms pendant l’étape d’oxydation du NOHA, est 
compliquée puisque le spectre simulé est obtenu par la différence entre deux espèces (en bleu 
pointillé sur la Figure 107). Cependant l’alignement des spectres sur la même figure et l’estimation 
des valeurs de g indiquent clairement que l’espèce FeIINO piégée est très semblable à celle obtenue 
FeIINO iNOSoxy g1 (g1 strain) g2 (g2 strain) g3 (g3 strain) A1  A2  A3  
+NOHA +BH4, piégé à 60 ms 2,070 (0,0160) 2,009 (0,0032) 1,984 (0,0140) 40 52 14 
+NOHA +BH4 2,073 (0,0160) 2,009 (0,0032) 1,984 (0,0140) 40 52 14 
+Arg +BH4 2,084 (0,0180) 2,005 (0,0000) 1,972 (0,0108) 30 56 34 
+Cit +BH4 2,084 (0,0080) 2,005 (0,0000) 1,974 (0,0122) 30 57 37 
+BH4 2,084 (0,0080) 2,005 (0,0000) 1,974 (0,0117) 30 58 36 
Tableau 25 : Valeurs de g de l’espèce FeIINO piégée dans la deuxième étape de iNOSoxy et 
comparaison à des espèces FeIINO de référence dans différentes conditions de saturation 
de cofacteur et de substrat. Détails des paramètres de simulation. A exprimé en MHz. 
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en présence du substrat NOHA. En fin de cycle catalytique, l’espèce attendue devrait être une 
espèce FeIINO en présence de citrulline. La présence du NOHA dans la cavité du substrat pourrait 
être expliquée par les mêmes raisons que celles avancées lors de l’analyse de l’espèce FeIII, et sera 
discutée dans la partie conclusion. 
 
Sauts en température : 
 Au cours des sauts en température de 180 K à 240 K (Figure 108, spectres noirs), réalisés 
avec un échantillon piégé après 15 ms (Figure 108, spectre vert), le signal g1eff du signal FeIII HS 
augmente en intensité. 
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Figure 108 : Effet des sauts en température sur le signal à g1eff du FeIII HS d’un échantillon 
piégé à 15 ms dans la deuxième étape de iNOSoxy. 
 La réaction d’oxydation du fer n’est pas terminée à 15 ms et il reste une certaine proportion 
d’espèce FeII ou FeIIO2 qui s’oxyde pendant les sauts en température. La valeur de g1eff ne change 
pas lors des sauts en température; elle est compatible avec une espèce sans substrat ou avec le 
substrat NOHA dans la cavité. En revanche, l'intensité du signal du radical augmente jusqu’à 190 K 
pour diminuer dans un second temps (Figure 109, en noir). L'augmentation du signal du radical, 
concomitante à l'augmentation du signal de l'espèce FeIII indique que la réaction n'est pas terminée à 
15 ms et que ce temps ne correspond pas au maximum de formation du radical. A 240 K, le signal 
du radical a complètement disparu il ne reste qu’une très faible signature attribuée à l’espèce FeIINO. 
Le devenir de ces deux espèces semble donc indépendant.  
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Figure 109 : Effet des sauts en température sur le signal du radical piégé à 15 ms (en vert) 
dans la deuxième étape de iNOSoxy. 
 A la fin des expériences de saut en température, l’échantillon est totalement décongelé et la 
quantité de nitrite et de nitrate produits est mesurée. Nous obtenons une concentration totale 
d'espèce (nitrite + nitrate) aux environs de 185 µM pour une concentration finale de protéine 
iNOSoxy de 220 µM; soit un rapport de 0,8 par rapport à la quantité d'hème présent dans 
l'échantillon. Ce résultat indique que le transfert d'électron en provenance du cofacteur BH4 est bien 
couplé à la réaction de synthèse de l'espèce NO ou NO-. 
 
Discussion et conclusion : 
 La séquence de transfert de proton et d’électron proposée pour la deuxième étape catalytique 
est différente de la première. L'étape d'oxydation de l'arginine nécessite le transfert de deux protons 
alors que l'étape d'oxydation du NOHA n’en utilise au mieux qu'un seul. Ainsi le réseau de liaisons 
H ne serait pas strictement identique pour les deux étapes catalytiques. Dans ce contexte, le rôle du 
cofacteur concernant le transfert de proton pourrait être différent dans la deuxième étape 
catalytique. L’état radicalaire du cofacteur n’avait été piégé qu’une seule fois lors de la deuxième 
étape catalytique de iNOSoxy [171] et informe que le cofacteur BH4 a le même rôle redox que dans 
la première étape catalytique : le transfert d’un électron rapide pour activer l’oxygène. En revanche, 
son état de protonation n’avait jamais été déterminé pendant l’oxydation du NOHA par iNOSoxy. 
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 Notre étude, notamment la comparaison des spectres RPE obtenus pour les deux étapes 
indique que nous piégeons un radical protoné BH4
+•. Le cofacteur ptérine semble donc 
transférer un seul électron et pas de proton lors de l'étape d’oxydation du NOHA. En outre, 
la modification du réseau de liaisons H (eau-guanidinium-FeIIO2) [95, 134, 160] en présence de 
NOHA réduit les donneurs de protons potentiels pour la deuxième étape catalytique. Ces données 
invalident le transfert de deux protons pour cette étape et tendent à soutenir un chemin catalytique 
n’impliquant pas la coupure hétérolytique O-O comme dans la première étape catalytique. Nos 
résultats sont plus en accord avec un mécanisme impliquant une attaque nucléophile de l’espèce 
FeIIIOO- (pas de transfert de proton) ou FeIIIOOH (transfert d’un seul proton) directement sur le 
groupement guanidinium du substrat NOHA. [92, 172, 173, 175, 176]. 
 Comparée à la première étape catalytique la vitesse de réduction du radical est nettement 
accélérée pendant l’oxydation du NOHA (0,71 s-1 versus 8,3 s-1, Tableau 26, [135, 171]). Un des 
mécanismes de régénération du radical dans la deuxième étape catalytique propose que le BH4
+• 
oxyde l’espèce FeIINO en FeIIINO en fin de cycle catalytique permettant ainsi la libération de NO 
[171, 235]. Avec ce modèle, le cofacteur BH4
+• doit coexister avec l’espèce FeIINO et, en outre, les 
vitesses de disparition du complexe FeIINO et du radical BH4
+• doivent être identiques et liées à la 
vitesse de formation de l’espèce FeIIINO. La formation de l’espèce FeIINO a déjà été détectée de 
manière concomitante au radical de l’analogue 4-amino-BH4 [155] mais n’a jamais été observée de 
manière concomitante au radical BH4
+•. Dans nos conditions expérimentales nous piégeons un 
radical BH4
+• en mélange avec une espèce FeIINO. En revanche, les vitesses de disparition du radical 
BH4
+• (8,3 s-1) et de formation de l’espèce FeIIINO (36,7 s-1) ont été rapportées mais ne semblent pas 
cinétiquement couplées (Tableau 26). 
 
 iNOSoxy +Arg + NOHA Références 
% BH4 réduit 37% 80 % [171] 
Formation FeIIO2 52,7 s-1 47,3 s-1 [233] 
Disparition FeIIO2 12,5 s-1 36,7 s-1 [233] 
Formation FeIIINO   36,7 s-1 [171] 
Formation Radical 11,1 s-1 31,0 s-1 [171] 
Disparition Radical 0,7 s-1 8,3 s-1 [135, 171] 
    
Tableau 26 : Tableau récapitulatif des vitesses de formation et de disparition du complexe 
FeIIO2 à 10°C, des vitesses de formation et de disparition du radical et de la vitesse de 
formation de l’espèce FeIIINO dans la première et la deuxième étape de iNOSoxy. 
 De la même façon les expériences de saut en température que nous avons effectuées 
montrent que la disparition du complexe FeIINO n’est pas couplée cinétiquement à la 
disparition du radical BH4
+•. De plus le rapport entre la quantité de l’espèce FeIINO et la quantité 
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de radical est non reproductible d’un échantillon à un autre et suggère que les paramètres cinétiques 
de ces deux espèces ne sont pas corrélés. Ce résultat suggère que le cofacteur n'intervient pas dans 
l'oxydation de l'espèce FeIINO et inversement que l'espèce FeIINO ne semble pas être l'espèce 
nécessaire à la réduction de BH4
+• en BH4 neutre a la fin de la deuxième étape catalytique du cycle 
catalytique comme ce qui a été proposé [171, 235]. 
 Pour l’espèce FeIINO piégée, le substrat NOHA est présent dans la cavité. Or, le complexe 
FeIINO attendu devrait être en présence de citrulline ou éventuellement en absence de substrat si la 
citrulline était libérée rapidement de la cavité (koff citrulline = 17 s
-1 nNOSoxy [88]). Un échange 
rapide entre la citrulline formée et le substrat NOHA résiduel dans l’échantillon ne peut pas être 
exclu (kon NOHA = 12000 M
-1 s-1 iNOSoxy [228]). La formation du complexe FeIINO/NOHA 
pourrait être expliquée, également, par des réactions secondaires, par exemple par la migration de 
NO produit sur un des monomères vers l'autre. L’espèce FeIINO ainsi piégée ne serait pas un 
intermédiaire issu de la réaction moléculaire attendue mais un produit secondaire de la réaction. 
3.5. Rôle du cofacteur BH4 et THF dans l'étape d’oxydation du NOHA par la NOS de 
Bacillus subtilis  
 L’activité redox du cofacteur BH4 ou THF n’a jamais été étudiée non plus pour l’étape 
d’oxydation du NOHA par les NOS bactériennes. Pour étudier cette deuxième étape catalytique, 
nous avons déclenché la réaction d'oxydation du NOHA par la protéine bsNOS en présence des 
cofacteurs BH4 ou THF. En absence de données cinétiques permettant le calcul du maximum de 
formation de l'espèce radicalaire, les temps de piégeage pour étudier la réaction ont été choisis pour 
couvrir une large gamme de temps.  
 
Etude de l’espèce FeIII : 
 Les spectres RPE en bande X des espèces piégées sont représentés sur la Figure 110. Quel 
que soit le temps de vieillissement et le cofacteur utilisé, le signal est caractéristique d’une espèce 
FeIII HS. Contrairement à toutes les autres étapes étudiées (première et deuxième étape catalytique 
de iNOSoxy, première étape catalytique bsNOS) les spectres en bande X ne mettent pas en évidence 
la présence d’un radical organique à g=2. 
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Figure 110 : Spectres RPE des espèces piégées dans la deuxième étape de bsNOS (pendant 
l’oxydation du NOHA) : entre 15 ms et 500 ms en présence des cofacteurs BH4 et THF. 
 Les valeurs de geff de l’espèce Fe
III HS ont été mesurées et comparées à des échantillons de 
références (Tableau 27). 
 
 
 
 
 
 
 Comme pour la deuxième étape catalytique de iNOSoxy, les valeurs de geff de l’espèce Fe
III 
piégée entre 15 et 500 ms suggère la présence de NOHA dans la cavité du substrat : g1eff=7,72 
g2eff=3,97 et g3eff=1,79 (g1eff représenté en orange sur la Figure 111, g1eff en présence de NOHA est 
représenté en gris et en absence de substrat en bleu). 
 
FeIII HS, bsNOS, oxydation du NOHA g1eff g2eff g3eff E/D 
+NOHA +BH4 piégé à 15 ms 7,72 3,97 1,79 0,081 
+NOHA +THF piégé à 15 ms 7,72 3,97 1,79 0,081 
+BH4 7,69 3,99 1,78 0,080 
+Arg +BH4 7,64 4,07 1,80 0,077 
+NOHA +BH4 7,73 3,97 1,78 0,082 
Tableau 27 : Valeurs de geff et de E/D de l’espèce FeIII HS piégée à 15 ms avec le cofacteur 
BH4 et THF et comparaison à des échantillons de référence. 
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Figure 111 : Zone à g1eff du signal RPE du FeIII HS piégé à 15 ms avec le BH4 pendant 
l’oxydation du NOHA (en orange). Comparaison aux échantillons de références sans (en 
bleu) et avec le NOHA (en gris). 
Détection d’une espèce FeIINO : 
 L’analyse en bande X de la zone à g=2 confirme bien l’absence de radical quel que soit le 
temps étudié. A la place, on observe un très faible signal d’un complexe FeIINO (Figure 112, 
spectres orange). 
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Figure 112 : Spectres RPE des espèces FeIINO de référence (en noir) et leurs simulations 
(en bleu) et comparaison au FeIINO piégé dans la deuxième étape de bsNOS (en orange) 
avec BH4 ou THF. 
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 L’espèce FeIINO piégée à 15 ms (Figure 112, en bleu) a été simulée et nous déterminons les 
valeurs de g du complexe : g1=2,073 g2=2,006 g3=1,974 (Tableau 28).  
 
FeIINO bsNOS g1 (g1 strain) g2 (g2 strain) g3 (g3 strain) A1 (MHz) A2 (MHz) A3 (MHz) 
+NOHA +BH4, piégé à 15 ms 2,073 
(0,0180) 
2,006 
(0,0000) 
1,974 
(0,0117) 
22 53 25 
+NOHA +BH4 2,073 
(0,0180) 
2,007 
(0,0000) 
1,974 
(0,0117) 
22 58 20 
+Arg +BH4 2,082 
(0,0075) 
2,005 
(0,0010) 
1,967 
(0,0054) 
29 59 33 
+Cit +BH4 2,083 
(0,0080) 
2,005 
(0,0000) 
1,971 
(0,0100) 
30 58 35 
+BH4 2,082 
(0,0050) 
2,004 
(0,0000) 
1,972 
(0,0025) 
28 55 29 
       
Tableau 28 : Paramètres de simulations des spectres RPE des espèces FeIINO de référence 
et piégées dans la deuxième étape de bsNOS. 
 La comparaison de ces valeurs à celles des complexes FeIINO de référence (Figure 112 en 
noir) indique clairement que l’espèce piégée correspond à un FeIINO avec NOHA dans la cavité du 
substrat. (Tableau 28).  
 
Discussion et conclusion : 
 Les études concernant le rôle redox du cofacteur BH4 dans la deuxième étape catalytique de 
la NOS bactérienne sont très peu nombreuses. Nous savons que la vitesse d’activation de l’espèce 
FeIIO2 est beaucoup plus lente dans le cas de la seconde étape de bsNOS comparée à celle de 
iNOSoxy (Tableau 29) et elle n'a jamais été couplée à une activité redox de la part du cofacteur BH4. 
 
  bsNOS NOHA 
+BH4 
bsNOS NOHA 
+THF 
iNOSoxy NOHA 
+BH4 
Références 
Formation FeIIO2 29,0 s-1 25,0 s-1 47,3 s-1 [120, 121, 171] 
Disparition FeIIO2 7,5 s-1 4,3 s-1 36,7 s-1 [120, 121, 171] 
Formation BH4+•   31,0 s-1 [171] 
Disparition BH4+•   8,3 s-1 [171] 
Formation FeIIINO   36,7 s-1 [171] 
Disparition FeIIINO 0,23 s-1 0,19 2,3 s-1 [103, 120, 121] 
     
Tableau 29 : Tableau récapitulatif des vitesses de formation et de disparition des complexes 
FeIIO2, FeIIINO et du radical BH4 à 10°C dans la deuxième étape de bsNOS (en présence 
de BH4 ou THF) et la deuxième étape de iNOSoxy. 
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 Nos expériences de freeze-quench ne permettent pas de piéger un radical ptérine et nous ne 
pouvons pas associer l’activation de l’oxygène au transfert d’un électron provenant du 
cofacteur BH4 ou THF. L’absence de radical pourrait être expliquée par l’absence de réaction 
catalytique dans nos conditions expérimentales. Les valeurs de geff de l’espèce Fe
III sont compatibles 
avec la présence de NOHA dans la cavité et pourrait indiquer une absence d’oxydation de celui-ci. 
Dans la seconde étape l’espèce finale attendue est la citrulline mais l’affinité de celle-ci pour bsNOS 
est très inférieure à celle du NOHA. Il est possible qu’une fois formée, la citrulline soit rapidement 
échangée avec le NOHA résiduel dans l’échantillon. Comme pour la seconde étape catalytique de 
iNOSoxy, le FeIINO piégé est compatible avec la présence de NOHA dans la cavité du substrat et 
pourrait provenir de réactions secondaires entre d’un coté le NO produit par l’oxydation du NOHA 
et de l’autre l'espèce FeII résiduelle ayant encore le NOHA comme substrat. En effet, la protéine 
bsNOS a un site actif plus accessible et pourrait permettre de telles réactions. Cette hypothèse 
impliquerait la formation de NO et laisserait supposer que la réaction d’oxydation du NOHA à bien 
eu lieu. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons quantifié les nitrites et les nitrates formés à la fin 
de l'expérience de freeze-quench. Les résultats obtenus indiquent que nous formons 170 µM de nitrite 
et nitrate pour une concentration en protéine de 200 µM; soit un rapport de 0,85 par rapport à la 
quantité d'hème présent dans l'échantillon. Ce résultat indique que, malgré la non observation de 
radical BH4
+• dans nos conditions expérimentales, la réaction de synthèse de l'espèce NO ou NO- a 
bien eu lieu. 
 Le fait de ne pas piéger le radical ne signifie pas qu’il ne se forme pas : sa cinétique de 
disparition pourrait être extrêmement rapide. En théorie, la vitesse de formation du radical devrait 
être identique à la vitesse de disparition du complexe FeIIO2 : 7,5 s
-1. En se basant sur une vitesse de 
disparition du radical identique à celle observée avec iNOSoxy (≈ 8 s-1) dans la seconde étape, la 
quantité de radical BH4
+• (s’il était formé) devrait atteindre environ 35 % de la quantité d’hème à 120 
ms et serait détectable dans nos conditions expérimentales. Ainsi, l’absence de signal attribuable au 
radical BH4
+• pourrait être expliqué par une vitesse de disparition très rapide (8 à 10 fois supérieure à 
celle mesurée pendant l’oxydation du NOHA par iNOSoxy). Le maximum de formation du radical 
serait alors trop faible pour être détecté. 
 L’absence de radical peut signifier que la NOS bactérienne n’utilise pas d’électron provenant 
du cofacteur pour activer l’oxygène dans la seconde étape. Il a été suggéré qu’un seul électron 
(provenant du domaine réductase) était suffisant pour produire NO [54, 143]. Certains mécanismes 
proposent un transfert couplé électron et proton (H•) provenant directement du substrat NOHA et 
excluent totalement un rôle redox du cofacteur dans la seconde étape [178, 180]. Ces mécanismes, 
souvent écartés dans le cas de la NOS inductible du fait de la présence du radical BH4 dans la 
deuxième étape catalytique, pourraient être envisagés pour expliquer le mécanisme moléculaire de la 
NOS bactérienne. 
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 Si le radical est formé dans la deuxième étape catalytique de bsNOS, les cinétiques de 
formation et de disparition ainsi que le mécanisme de transfert de l’électron et la régénération du 
radical sont clairement différents de ceux proposés et/ou observés dans le cas de iNOSoxy. Ces 
informations permettent de supposer que le mécanisme moléculaire de la NOS bactérienne dans la 
seconde étape n’est pas directement comparable à celui observé pour les NOS de mammifères. 
 
 Le cofacteur naturel de la NOS bactérienne n’est pas connu, la vitesse de dissociation de 
l’espèce finale FeIIINO est environ 10 à 15 fois plus lente (voir Tableau 29) et son activité de 
production en NO représente seulement de 4 à 8 % de l’activité de la NOS de mammifère. Quelque 
soit la raison pour laquelle nous ne piégeons pas le radical (différences cinétiques ou absence 
d’activité redox) nos travaux mettent en lumière des différences importantes dans le mécanisme de 
transfert d’électron de la deuxième étape catalytique de la NOS bactérienne. La pertinence de la 
NOS bactérienne comme modèle catalytique de la deuxième étape doit être remise en 
cause. 
3.6. Conclusion 
 Le rôle redox du cofacteur BH4 a été étudié pour la première étape catalytique de iNOSoxy. 
Le radical du cofacteur piégé est sous la forme BH4
+• ; il transfère un électron et ne semble pas 
participer aux transferts de protons nécessaires à l’oxydation de l’arginine et laisse le débat 
ouvert quant à la nature des donneurs de protons.  
 Le rôle redox du cofacteur BH4 a aussi été étudié pour la deuxième étape catalytique de 
iNOSoxy. Pour la première fois nous montrons que le transfert d’électron nécessaire en 
provenance du cofacteur n’est pas associé à un transfert de proton de sa part pendant 
l’oxydation du NOHA. De plus, nos résultats suggèrent que la re-réduction de BH4
+• en espèce 
BH4 neutre n'est pas couplée au devenir de l'espèce Fe
IINO à la fin de l'Etape 2. Nous n’observons 
pas d’ailleurs de FeIINO catalytique. 
 
 Le rôle redox du cofacteur BH4 et THF a été étudié dans la première étape catalytique de 
bsNOS et pour la première fois nous montrons leur capacité à exercer la même fonction 
redox de transfert d'électron que celle observée avec les NOS de mammifère. D’une certaine 
manière, ce résultat valide leur utilisation comme modèle de la première étape catalytique des NOS 
de mammifère. 
 Enfin, le rôle redox des cofacteurs BH4 et THF a été étudié dans la deuxième étape 
catalytique de bsNOS. Nos résultats ne permettent pas de conclure formellement quant au rôle de 
ces cofacteurs dans le mécanisme d’activation de l’oxygène pendant l’oxydation du NOHA. En 
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revanche l’étude de cette étape démontre clairement que la NOS bactérienne n’a pas un 
mécanisme moléculaire directement comparable à celui de la NOS de mammifère dans 
cette étape et relance le débat quant à la réelle fonction biologique de la NOS bactérienne. 
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CHAPITRE 4 
Nouvelle approche cinétique pour l’étude du 
mécanisme moléculaire des NO-Synthases
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1. Introduction 
 
 Les méthodes de cinétique rapide classiques ne permettent pas d’identifier ni de caractériser 
les différents intermédiaires réactionnels du cycle catalytique des NOS. Le stopped-flow permet 
d’observer uniquement les transitions FeIIFeIIO2Fe
III dans l’étape d’oxydation de l’arginine 
(indiquées par SF sur la Figure 113) [122, 131, 135] et FeIIFeIIO2Fe
IIINOFeIII (Figure 114) 
dans l’étape d’oxydation du NOHA [171].  
 
Figure 113 : Représentation du cycle catalytique de l'oxydation de l'arginine. En vert sont 
représentées les espèces caractérisées soit par spectroscopie UV-visible, soit par stopped-flow 
(SF), soit par freeze-quench (FQ) Les étoiles bleues indiquent les espèces piégées avec la 
méthode de cryo-réduction couplée à des sauts en température. 
 L’étude de mutants n’a pas permis, à ce jour, de ralentir suffisamment la réaction et 
d’identifier de nouveaux intermédiaires [8, 121, 166, 167, 219]. Le freeze-quench a permis de piéger le 
radical du cofacteur et l’espèce FeIII finale (indiquées par FQ sur la Figure 113 et Figure 114, [9, 131, 
135, 149, 150]) mais aucune autre espèce telles que les complexes FeIIIOO- (2) ou FeIIIOOH (3) n’a 
été détectée. 
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Figure 114 : Représentation du cycle catalytique de l'oxydation du NOHA. En vert sont 
représentées les espèces caractérisées soit par spectroscopie UV-visible, soit par stopped-flow 
(SF), soit par freeze-quench (FQ) Les étoiles bleues indiquent les espèces piégées avec la 
méthode de cryo-réduction couplée à des sauts en température.  
Dans ce contexte de nouvelles approches ont été proposées dont la cryo-réduction par 
irradiation gamma couplée à des sauts en température. Cette technique a été utilisée avec succès 
pour comprendre le mécanisme de certains cytochromes P450 [184, 236, 237]. Dans ce cas, l’espèce 
FeII a été générée à température ambiante. Afin de former le complexe FeIIO2, la diffusion du gaz O2 
a été réalisée à 0°C. Le complexe FeIIO2 ainsi formé est ensuite complètement figé à la température 
de 77 K (stockage dans l’azote liquide). L’électron nécessaire à l’activation de l’oxygène, 
normalement pourvu par le domaine réductase dans le cas des cytochromes P450, est alors fourni 
par l’irradiation gamma de l’échantillon. Par la suite, des sauts en température permettent de suivre 
l’évolution de la réaction pas à pas. 
 Dans le cas des NOS, ce protocole n’est pas directement transposable. Le complexe FeIIO2 
est naturellement plus instable que celui généré dans le cas des cytochromes P450. De plus la 
présence du cofacteur peut accélérer jusqu’à 100 fois la vitesse de disparition de l’espèce FeIIO2 
[122]. Ainsi, il sera beaucoup plus compliqué de l’obtenir en grande quantité et de s’en servir comme 
espèce de départ. Cependant, certaines adaptations on été proposées et des travaux ont été réalisés 
avec la NOS bactérienne gsNOS ayant une vitesse de disparition pour le complexe FeIIO2 faible [99] 
même en présence du cofacteur BH4 (1,4 s
-1 à température ambiante) [133, 138]. L’espèce FeII a été 
- 189 - 
générée à température ambiante en présence du substrat NOHA ou arginine et absence ou en 
présence de cofacteur BH4. Afin de former le complexe Fe
IIO2, la diffusion du gaz O2 est réalisée à 
une température plus basse que celle des cytochromes P450 : -30°C. Le complexe FeIIO2 ainsi formé 
est ensuite figé à la température de 77 K. Comme les cytochromes P450, l’électron nécessaire à 
l’activation de l’oxygène est alors fourni par l’irradiation gamma de l’échantillon. Une telle technique, 
testée sur gsNOS en absence de cofacteur, permet d’identifier les espèces FeIIIOOH (3) et le NOHA 
fixé sur le fer (6) dans la première étape (indiquées par les étoiles bleues sur la Figure 113 [138]). 
Dans la seconde étape sont observés les complexes FeIIIOO- (2), FeIIIOOH (3), le complexe 
tétraédrique (7) et l’espèce FeIINO (8) (indiquées par les étoiles bleues sur la Figure 114 [138]). En 
présence du cofacteur BH4 les résultats obtenus sont similaires. 
Cette même technique a été testée avec eNOS (la NOS de mammifère dont la vitesse de 
disparition du complexe FeIIO2 est la plus lente) en présence du cofacteur inactif 4-amino-BH4. Ce 
dernier a pour but d’inhiber le transfert d’électron en provenance du cofacteur et permet de ralentir 
significativement la vitesse de disparition de l’espèce FeIIO2 de départ. Les sauts en température 
permettent d’identifier deux espèces BS au cours des sauts en température : un complexe FeIIIOO- 
(2) et un complexe correspondant au NOHA fixé au fer (6) dans la première étape du cycle 
catalytique (indiqués par les étoiles bleues sur la Figure 113, [133]). Dans la seconde étape, les 
espèces BS étudiées sont attribuées à une espèce FeIIIOO- (2) et au complexe tétraédrique (7) 
(indiqués par les étoiles bleues sur la Figure 114 [133]). Ainsi, les séquences d’espèces identifiées avec 
la NOS bactérienne gsNOS ne sont pas identiques à celles piégées avec la NOS de mammifère 
eNOS tant dans la première étape que dans la deuxième étape. 
 La cryo-réduction couplée aux sauts en température s’avère être pertinente pour 
l’identification de certaines espèces du cycle catalytique mais nécessite d’être adaptée aux 
particularités des NOS de mammifère. Ella été testée avec le cofacteur inactif 4-amino-BH4 qui 
modifie alors le réseau de liaisons H et ne respecte pas les conditions catalytiques normales. Elle n’a 
jamais été testée en présence du cofacteur BH4 qui, accélèrerait alors fortement la vitesse de 
disparition de l’espèce de départ FeIIO2 (jusqu’à 25 s
-1 à 10° C). Nous proposons, dans ce chapitre, 
une nouvelle approche. La protéine, congelée à l’état FeIII en présence du substrat arginine ou 
NOHA et du cofacteur naturel BH4, est irradiée par une source de cobalt 60 à 77 K (voir Chapitre 2, 
6.). Ainsi l’irradiation ne fournit plus l’électron nécessaire à l’activation de l’espèce FeIIO2 mais 
l’électron nécessaire à la réduction du fer. Les sauts en température permettraient ensuite d’observer 
la fixation du dioxygène présent dans l’échantillon sur l’espèce FeII, le rôle redox du cofacteur ainsi 
que le réseau de liaisons H seraient préservés et il serait possible de détecter de nouvelles espèces. 
La première partie de ce chapitre est centrée sur l’étude de la réduction du fer par irradiation 
gamma : résistance de la protéine vis-à-vis de l’irradiation, réduction, effet de la dose d'irradiation, 
effet de la présence ou de l’absence de dioxygène, de substrat et/ou de cofacteur et comparaison de 
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ces différents paramètres entre iNOSoxy et bsNOS. Les spectroscopies utilisées sont la RPE et le 
Raman de résonance. Les résultats correspondants à cette première partie de chapitre sont publiés 
dans l’article joint en Annexe 3.  
La seconde partie de ce chapitre concerne l’étude de la fixation des gaz CO ou O2 sur le fer 
au cours des sauts en température, l’objectif principal étant de trouver les meilleures conditions de 
températures permettant l’accumulation de l’espèce FeIIO2.  
2. La cryo-réduction du fer par irradiation gamma 
2.1. Intégrité fonctionnelle et structurale des NO-Synthases 
2.1.1. Intégrité des propriétés électroniques du site actif 
 Les expériences de cryo-réduction impliquent des conditions extrêmes pour la protéine : 
congélation à 77 K, exposition à des doses d’irradiations gamma allant jusqu’à 76,5 kGy, analyses 
spectroscopiques RPE ou Raman de résonance à 10 K, l’utilisation d’un cryoprotectant (50 % de 
glycérol, [133, 138, 183, 184, 238] et pour les analyses en spectroscopie Raman de résonance, 
l’exposition de la protéine à un rayonnement laser. Or pour l’activité de la NOS, les transferts 
d’électrons et de protons sont très dépendants et sensibles à la structure du site actif. Il est donc 
essentiel de vérifier, en amont, l’intégrité structurale et fonctionnelle des NOS étudiées dans nos 
conditions expérimentales. 
 
Analyse des protéines iNOSoxy et bsNOS avant l’étape d’irradiation : 
 Les protéines sont préparées à l’état FeIII et conditionnées, dans un premier temps, dans un 
tampon anaérobique contenant 50 % de glycérol, le cofacteur BH4 et le substrat arginine en 
concentrations saturantes. Les échantillons, stockés à 77 K, sont analysés à 10 K par spectroscopie 
RPE et spectroscopie Raman de résonance avant l’irradiation gamma.  
 En spectroscopie RPE, on observe l’espèce FeIII HS-5C caractéristique de la présence du 
cofacteur et du substrat arginine (g1eff=7,64 g2eff=4,07 g3eff=1,80 pour bsNOS et g1eff=7,57 g2eff=4,07 
g3eff=1,80 pour iNOSoxy Figure 115, [8, 205]).  
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Figure 115 : Spectres RPE des protéines iNOSoxy et bsNOS en présence du substrat 
arginine et cofacteur BH4 avant l’étape d’irradiation des échantillons : FeIII HS-5C. 
 La Figure 116 représente le spectre obtenu en spectroscopie Raman de résonance de la 
protéine iNOSoxy avant irradiation. Le spectre est dominé par les modes vibrationnels 4 (1374    
cm-1), 3 (1489 cm
-1), 2 (1563 cm
-1), vinyl (1627 cm
-1) et 5 (1122 cm
-1) (Figure 116). Ce sont les 
modes vibrationnels d’élongation symétrique dans le plan des atomes d’azote et de carbone de la 
porphyrine qui informent sur l’état d’oxydation, de spin et de coordination du fer [239, 240]. Les 
basses fréquences 7 (677 cm
-1) et 16 (754 cm
-1) sont les modes vibrationnels associés à la 
déformation de la porphyrine dans le plan. L’ensemble de ces modes vibrationnels confirment qu’en 
présence de substrat et de cofacteur, l’espèce FeIII, avant irradiation est dans un état HS-5C [93, 102, 
115, 186, 197]. 
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Figure 116 : Spectres obtenu par Raman de résonance pour iNOSoxy en présence du 
substrat arginine et cofacteur BH4 avant l’étape d’irradiation : FeIII HS-5C. 
 Les spectres RPE et Raman de résonance indiquent que l’espèce FeIII analysée est bien celle 
attendue c'est-à-dire une espèce HS-5C caractéristique de la présence du substrat et du cofacteur. 
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Cela indique que la forte concentration en glycérol et l’étape de congélation ne perturbe ni la 
coordination, ni l’état de spin, ni la structure quaternaire de la protéine. 
 
Analyse des protéines iNOSoxy et bsNOS après l’étape d’irradiation : 
 Les échantillons sont irradiés à 77 K dans l’azote liquide avec un débit de dose de 20-30 Gy 
par minute. La Figure 117 représente les spectres RPE des protéines bsNOS et iNOSoxy avant 
irradiation (en noir) et ayant reçu une dose totale de 76,5 kGy (en bleu). 
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Figure 117 : Spectres RPE de iNOSoxy et bsNOS en présence du substrat arginine et du 
cofacteur BH4 avant l’étape d’irradiation (en noir) et après irradiation (en bleu) d’une dose 
de 76,5 kGy. 
La partie des spectres RPE à g=2 a été tronquée du fait de la présence d’un signal RPE très 
intense correspondant aux radicaux générés en très grande quantité par l’irradiation gamma. Les 
valeurs de geff de l’espèce Fe
III avant et après irradiation sont identiques tant pour bsNOS que pour 
iNOSoxy (Tableau 30).  
 
 
 
 
 
 
 g1eff g2eff g3eff 
bsNOS +BH4 +Arg 
Avant irradiation 7,64 4,07 1,80 
Après 76,5 kGy 7,64 4,07 1,80 
iNOSoxy +BH4 +Arg 
Avant irradiation 7,57 4,13 1,81 
Après 76,5 kGy 7,57 4,13 1,81 
Tableau 30 : Valeurs de geff de l’espèce FeIII HS-5C de iNOSoxy et bsNOS en présence du 
substrat arginine et du cofacteur BH4 avant et après l’étape d’irradiation d’une dose de 76,5 
kGy. 
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 L’analyse de iNOSoxy par spectroscopie Raman de résonance après irradiation (dose totale 
de 36,2 kGy, Figure 118, spectre bleu) met en évidence l’apparition de nouvelles contributions 
spectrales qui seront discutées en partie 2.2.  
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Figure 118 : Spectres obtenus en Raman de résonance de la protéine iNOSoxy en présence 
du substrat arginine et du cofacteur BH4 avant l’étape d’irradiation (en noir) et après 
irradiation (en bleu) d’une dose de 36,2 kGy en condition anaérobique. 
 Nous pouvons, par ailleurs, comparer les signatures spectrales 4, 3, vinyl, 5, 7 et 16 de 
l’espèce FeIII HS-5C avant (Figure 118, en noir) et après irradiation (Figure 118, en bleu). Les valeurs 
des fréquences de résonance des modes vibrationnels de l’espèce FeIII après irradiation sont très 
similaires à celles observées avant irradiation (4 1374 cm
-11374 cm-1, 3 1489 cm
-11492 cm-1, 
vinyl 1627 cm
-11627 cm-1, 5 1122 cm
-1 1129 cm-1, 7 677 cm
-1674 cm-1, et 16 754 cm
-1753 
cm-1) et suggèrent ainsi la bonne conservation des propriétés électroniques de l’espèce FeIII pendant 
l’étape d’irradiation. Les résultats présentés ci-dessus correspondent à une protéine saturée en 
substrat arginine et cofacteur BH4 et en absence de dioxygène. Nous avons testé d’autres conditions, 
notamment en absence de substrat et de cofacteur et en présence de dioxygène. Les fréquences de 
résonance de l’espèce FeIII HS-5C avant et après irradiation pour chacune de ces conditions sont 
reportées dans le Tableau 31 et indiquent une bonne conservation du site catalytique durant l’étape 
d’irradiation. 
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iNOSoxy, espèce FeIII HS 5 7 16 4 3 vinyl 4pp 
-BH4 -Arg 
Avant irradiation 1129,1 677,0 753,5 1374,2 1503,3 1627,3 N.D. 
Après irradiation, anaérobique 1130,7 676,0 751,1 1376,0 1506,8 N.D. N.D. 
Après irradiation, aérobique 1131,9 675,0 751,0 1374,8 1502,1 N.D. N.D. 
+BH4 +Arg 
Avant irradiation 1121,6 676,9 753,9 1373,8 1489,3 1627,4 1429,3 
Après irradiation, anaérobique 1129,0 674,0 753,0 1373,7 1491,6 1627,1 1429,7 
Après irradiation, aérobique 1119,0 675,0 ND 1372,5 1490,5 1626,0 N.D. 
         
Tableau 31 : Valeurs des modes vibrationnels (en cm-1) de l’espèce FeIII HS-5C de 
iNOSoxy en présence ou absence du substrat arginine, du cofacteur BH4 ou du dioxygène, 
avant et après l’étape irradiation d’une dose de 36,2 kGy.  
 L’irradiation gamma génère de nombreux radicaux dans le solvant aqueux (voir Chapitre 2, 
6.). Ces espèces réactives pourraient réagir avec les résidus acides aminés du site actif, le substrat 
arginine ou le cofacteur BH4. La comparaison des valeurs de g et des modes vibrationnels de la 
porphyrine avant et après irradiation indique l’absence de modifications structurales des sites 
catalytiques de iNOSoxy et bsNOS. Aucune oxydation ou réduction du macrocycle de la porphyrine 
n’est détectée. La même comparaison, avec les échantillons contenant le dioxygène, indique 
l’absence de réactions oxydantes, à proximité du site catalytique, liées à la présence particulière du 
dioxygène. Ces analyses comparatives indiquent que l’ensemble de la procédure expérimentale 
(forte concentration en glycérol, exposition à une forte dose d’irradiation gamma, analyses 
en conditions cryogéniques) n’affecte pas de manière significative les signatures spectrales 
obtenues par spectroscopies RPE et Raman de résonance et préserve les propriétés 
électroniques du site catalytique.  
2.1.2. Intégrité fonctionnelle du site actif de iNOSoxy et bsNOS 
 Nous avons également mesuré l’impact de ce protocole de cryo-réduction sur la fonction de 
synthèse de NO de la protéine. Les échantillons sont totalement décongelés après irradiation et nous 
avons, dans un premier temps, analysé le complexe FeIICO par spectroscopie UV-visible et, dans un 
second temps, mesuré l’activité d’oxydation du NOHA. 
 
Test P450 des protéines iNOSoxy et bsNOS après l’étape d’irradiation : 
 La Figure 119 représente les spectres UV-visible des complexes FeIICO de iNOSoxy (Figure 
119 A et Figure 119 B) et bsNOS (Figure 119 C et Figure 119 D) en présence du substrat arginine 
ou du cofacteur BH4. Les spectres noirs représentent les signatures spectrales des espèces Fe
IICO 
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formées avec la protéine avant son irradiation et les spectres bleus celles obtenues après la 
congélation de l’échantillon à 77 K, son irradiation (dose de 76,5 kGy) et sa décongélation. En vert 
sont représentées les déconvolutions gaussiennes du spectre après irradiation. Elles permettent de 
déterminer la proportion d’espèce adoptant soit une conformation 6C (absorption à 450 nm) soit 
une conformation présentant une altération de lien proximal (absorption à 420 nm). Cette dernière 
conformation correspond à une forme non fonctionnelle des NOS [187, 218]. Dans le cas de 
iNOSoxy, la proportion d’espèce P420 en présence d’arginine, avant la séquence d’irradiation, est de 
25 %. Après irradiation de l’échantillon, cette proportion n’augmente pas et même diminue à 15 %. 
Cela pourrait être expliqué par un temps d’incubation plus long en présence du substrat arginine 
pour l’échantillon irradié. Ainsi la transition de l’hème de la configuration BS-6C vers la 
configuration HS-5C est plus aboutie que pour l’échantillon étudié avant le processus d’irradiation. 
En présence du cofacteur BH4 la proportion d’espèce P420 après le processus d’irradiation est de 12 
% et reste donc négligeable. 
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Figure 119 : Test P450 : spectres UV-visible des complexes FeIICO de iNOSoxy et bsNOS 
en présence du substrat arginine et du cofacteur BH4 avant (en noir) et après (en bleu) 
l’irradiation d’une dose de 76,5 kGy. 
 Dans le cas de bsNOS les proportions d’espèces P420 mesurées après irradiation des 
échantillons sont dans les mêmes ordres de grandeur que celles constatées pour iNOSoxy. 
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 Ainsi, la proportion d’espèce P420 se situe entre 5 et 25 % avant irradiation et entre 10 et 25 
% après irradiation. Ces résultats indiquent que la stabilité du lien thiolate et la force de liaison fer-
soufre de iNOSoxy et bsNOS n’est pas perturbée de manière significative par la séquence de 
congélation, irradiation, décongélation des échantillons. 
 
Analyse fonctionnelle des protéines iNOSoxy et bsNOS après l’étape d’irradiation : 
 Afin de mesurer les conséquences de l’irradiation sur le site catalytique et l’intégrité 
fonctionnelle de la protéine, nous avons vérifié la capacité de iNOSoxy à catalyser l’oxydation du 
substrat NOHA en nitrite (test de Griess, voir Chapitre 2, 2. [241]) après la séquence de congélation 
et d'irradiation. Nous avons mesuré la production en nitrite des deux échantillons utilisés ci-dessus 
pour le test P450 (avec le substrat arginine (Figure 120 A) ou avec le cofacteur BH4 (Figure 120 B) 
pour différentes concentration en BH4 avant (Figure 120, en noir) et après irradiation (Figure 120, 
spectres bleus). 
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Figure 120 : Test de Griess : production en nitrites pour différentes concentrations en 
cofacteur BH4. Test réalisé sur iNOSoxy préparé soit en présence du substrat arginine (A) 
ou du cofacteur BH4 (B) avant (en noir) et après (en bleu) l’irradiation d’une dose de 76,5 
kGy. 
 La différence de V0 (vitesse de production en absence du cofacteur) entre les deux 
échantillons est expliquée par la présence, au préalable, de cofacteur BH4 pour l’échantillon B. Ainsi 
la V0 mesurée n’est pas la V0 réelle pour cet échantillon en particulier. Pour les deux conditions 
testées, les vitesses de formation maximales de nitrite après irradiation (55 min-1 - 69 min-1) sont très 
proches de celles mesurée avant l’irradiation (51 min-1 - 64 min-1) et indique que nos conditions 
opératoires (congélation et irradiation) n’altèrent pas la fonctionnalité du site catalytique. D’autre 
part, la valeur kd du cofacteur BH4 (aux environs de 5 µM pour les quatre courbes étudiées) est très 
- 197 - 
proche de celle rapportée dans la littérature [113, 242]. Cela indique que nos conditions n’interfèrent 
pas avec la fixation du cofacteur BH4 et préservent ainsi son rôle crucial dans la catalyse. 
 
 La comparaison des signatures spectrales, de la stabilité du lien thiolate, de l’activité 
enzymatique de iNOSoxy et bsNOS, avant et après irradiation, indique que nos conditions 
expérimentales n’affectent ni la structure, ni les propriétés électroniques ni l’activité du site 
catalytique.  
2.2. Evaluation de l’efficacité de l’irradiation gamma pour initier la réaction  
2.2.1. Etude de la réduction du fer de l’hème 
Par spectroscopie Raman de résonance : 
 La Figure 121 représente, en noir, le spectre Raman de résonance de l’espèce de départ FeIII 
de iNOSoxy en présence de substrat arginine, du cofacteur BH4 et en absence de dioxygène. Les 
modes vibrationnels caractéristiques de l’espèce FeIII sont détaillés en partie 2.1.1. La signature 
spectrale représentée en rouge est obtenue après réduction de l’espèce FeIII par ajout de dithionite et 
présente des modes vibrationnels caractéristiques de l’espèce FeII. Dans la zone des hautes 
fréquences l’intensité du marqueur 4 à 1374 cm
-1 est très atténuée au profit d’une bande à 1349 cm-1 
caractéristique de l’espèce réduite tout comme l’apparitions de bandes 4 dépolarisées à 1367, 1394 
cm-1 et 4pp à 1423 cm
-1 [102, 243]. La bande 3 est décalée de 1489 à 1469 cm
-1 ce qui est typique 
d’une espèce HS-5C à l’état réduit [186]. Dans la zone des basses fréquences la bande 16 est décalée 
vers 748 cm-1 et son intensité est significativement augmentée. 
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Figure 121 : Spectres obtenus en Raman de résonance pour la protéine iNOSoxy en 
présence du substrat arginine et du cofacteur BH4 avant l’étape d’irradiation (en noir). 
Spectre de iNOSoxy obtenu après réduction par ajout de dithionite (en rouge) et spectre de 
iNOSoxy et bsNOS après irradiation (en bleu) d’une dose de 36,2 kGy. Les marques noires 
représentent les contributions spectrales de l’espèce FeIII HS-5C et les marques rouges les 
contributions de l’espèce FeII. 
 Les spectres de iNOSoxy et bsNOS après irradiation sont représentés en bleu sur la Figure 
121 (dose de 36,2 kGy). Nous retrouvons les contributions spectrales caractéristiques de l’espèce 
FeIII (marques noires), mais également l’apparition de nouvelles contributions spectrales similaires à 
celles obtenues après réduction par le dithionite (donc caractéristiques de l’espèce FeII) : 4 : 1349 
cm-1, 4 dépolarisé : 1392 cm
-1 et 4pp 1425 cm
-1, 3 : 1469 cm
-1 16 : 748 cm
-1 dans le cas de iNOSoxy 
(Tableau 32). Dans le cas de bsNOS les modes vibrationnels de l’espèce FeII ont les valeurs 
suivantes : 2 : 1572 cm
-1 4 : 1348 cm
-1, 3 : 1467 cm
-1, 7 : 677 cm
-1, 10 : 1602 cm
-1 et 16 : 748 cm
-1 
similaires à celles rapportées dans la littérature pour cette espèce FeII [102, 195]. Ces résultats 
indiquent que la radiolyse de l’eau induite par l’irradiation gamma de l’échantillon en condition 
cryogénique est efficace pour réduire l’espèce FeIII en espèce FeII. Les résultats présentés ci-dessus 
correspondent à une protéine conditionnée avec le substrat arginine et le cofacteur BH4 en absence 
de dioxygène. Nous avons testé d’autres conditions, notamment l’absence de substrat et de cofacteur 
et la présence de dioxygène. Pour toutes les conditions testées, nous observons, après l’irradiation, 
l’apparition des modes vibrationnels caractéristiques de l’espèce FeII (reportées dans le Tableau 32).  
 
 
- 199 - 
espèce FeII 5 7 16 4 3 10/ vinyl 4pp 
-BH4  
-Arg 
iNOSoxy, Na2S2O4 1131,2 674,6 746,7 
1348,9 
1368,2 
1391,9 
1467,8 -/1619,5 1424,8 
iNOSoxy, Après irradiation, 
anaérobique 
N.D. 676,4 N.D. 
1351,5 
1391,2 
1471,8 N.D. 1426,2 
iNOSoxy, Après irradiation, 
aérobique 
1127,5 675,2 N.D. 
1350,3 
1391,2 
1470,6 N.D. 1425,1 
+BH4 
+Arg 
iNOSoxy, Na2S2O4 1126,0 671,7 747,6 
1349,1 
1366,6 
1393,5 
1469,4 -/1619,0 1423,1 
iNOSoxy, Après irradiation, 
anaérobique 
1126,0 674,0 747,6 
1349,1 
1392,3 
1469,4 -/1620,0 1425,1 
iNOSoxy, Après irradiation, 
aérobique 
1127,2 675,2 747,6 
1349,1 
1391,2 
1470,6 -/1619,0 1425,1 
bsNOS, Après irradiation, 
anaérobique 
N.D. 677,0 748,0 1348,0 1467,0 1602,0/- N.D. 
         
Tableau 32 : Valeurs (cm-1) des modes vibrationnels de l’espèce FeII obtenue par réduction 
avec le dithionite (iNOSoxy) et par irradiation de l’échantillon d’une dose de 36,2 kGy 
(iNOSoxy et bsNOS) en présence ou absence du substrat arginine, du cofacteur BH4 ou du 
dioxygène. 
 La similarité des valeurs des modes vibrationnels de l’espèce FeII obtenue soit par réduction 
chimique avec le dithionite soit par irradiation gamma confirment une bonne conservation du site 
catalytique pendant l’étape d’irradiation. 
 Afin de quantifier le rendement de réduction nous avons mesuré le rapport des intensités des 
bandes de vibration 4pp à 1425 cm
-1 (contribution de l’espèce FeII) et 7 à 675 cm
-1 (contribution 
majoritaire de l’espèce FeIII) : I(4pp)/I(7). Ainsi, nous déterminons un rendement de réduction de 
35 % pour une irradiation de 36,2 kGy. 
 Le principal avantage de la spectroscopie par Raman de résonance est qu’elle informe sur 
l’ensemble des espèces présentes dans l’échantillon, sur l’état de spin et de coordination du fer. 
L’inconvénient majeur de cette spectroscopie, dans nos conditions opératoires, est le temps 
d’accumulation des spectres et parfois, la complexité d’analyse des modes vibrationnels en présence 
d’un mélange d’espèces.  
 
Par spectroscopie RPE : 
 La spectroscopie RPE est complémentaire de la spectroscopie Raman de résonance. Elle 
permet d’analyser sélectivement l’espèce FeIII paramagnétique et l’acquisition du spectre est 
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extrêmement rapide. La Figure 122 représente les spectres RPE des protéines iNOSoxy et bsNOS 
en présence du substrat arginine, du cofacteur BH4, en absence de dioxygène avant irradiation (en 
noir) et après irradiation d’une dose de 36,2 kGy (en bleu). 
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Figure 122 : Spectres RPE de iNOSoxy et bsNOS en présence du substrat arginine et du 
cofacteur BH4 avant l’étape d’irradiation (en noir) et après irradiation (en bleu) d’une dose 
de 36,2 kGy et zoom sur la partie de spectre à g1eff. 
 Après l’irradiation, l’intensité du signal RPE de l’espèce FeIII a diminué. Le rapport des 
intensités ou de la double intégration du signal à g1eff de l’espèce Fe
III avant et après irradiation 
permet d’estimer la proportion d’espèce qui a été réduite à l’état FeII. De cette façon nous 
déterminons un rendement de réduction de 34 % pour une irradiation de 36,2 kGy dans le cas de 
iNOSoxy. Nous observons une bonne cohérence concernant la mesure du rendement de 
réduction entre les deux techniques spectroscopiques étudiées : 34 % avec la spectroscopie 
RPE versus 35 % avec la spectroscopie Raman de résonance. 
2.2.2. Effet de la dose d'irradiation sur le rendement de réduction 
 Les parties précédentes montrent que l’irradiation n’altère pas les propriétés électroniques de 
l’hème même pour de fortes doses d’irradiation (76,5 kGy). Nous montrons également que 
l’irradiation permet de réduire le fer jusqu’ à 35 % environ pour une dose de 36,2 kGy. Nous avons 
cherché à optimiser cette étape de réduction en étudiant l’effet de la dose d'irradiation sur le 
rendement de réduction. Nous choisissons d’utiliser la spectroscopie RPE pour mesurer ces 
rendements. La Figure 123 représente la partie g1eff du signal de l’espèce Fe
III de bsNOS et iNOSoxy 
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en présence (aérobie) ou absence (anaérobie) de dioxygène pour différentes doses d’irradiation : 22,2 
kGy, 51,0 kGy et 76,5 kGy. 
 
82 84 86 88 90 92 94 96 98 100
0 20 40 60 80
0
20
40
60
82 84 86 88 90 92 94 96 98 100
0 20 40 60 80
0
20
40
60
82 84 86 88 90 92 94 96 98 100
0 20 40 60 80
0
20
40
60
0 20 40 60 80
0
20
40
60
82 84 86 88 90 92 94 96 98 100
50 %
67 %
63 %
42 %
iNOSoxy, anaérobie
bsNOS, anaérobie
iNOSoxy, aérobie
bsNOS, aérobie
76,5 kGy
51 kGy
22,2 kGy
Champ magnétique (mT) Champ magnétique (mT)
Champ magnétique (mT)Champ magnétique (mT) 
R
éd
u
ct
io
n
 (
%
)
Dose (kGy)
 
R
éd
u
ct
io
n
 (
%
)
Dose (kGy)
 
R
éd
u
ct
io
n
 (
%
)
Dose (kGy)
R
éd
u
ct
io
n
 (
%
)
Dose (kGy)
 
 
Figure 123 : Zone g1eff des spectres RPE de iNOSoxy et bsNOS en présence du substrat 
arginine et du cofacteur BH4 et en présence ou absence de dioxygène avant l’étape 
d’irradiation (en noir) et après irradiation des doses de 22,2 kGy, 51,0 kGy et 76,5 kGy 
(différents teintes de bleus). 
 Nous observons une diminution progressive du signal FeIII corrélée à l’augmentation de la 
dose d'irradiation pour les quatre conditions présentées. La réduction du fer augmente avec la 
dose irradiation jusqu’à atteindre un plateau aux alentours de 60 % de réduction ce qui est 
relativement proche des taux observés avec la myoglobine (aux environs de 75 % [244]). La 
différence entre les deux types de protéines (60 % pour la NOS versus 75 % pour la myoglobine) 
pourrait être expliquée par la différence de pourcentage de glycérol dans l’échantillon (50 % pour la 
NOS versus 65 % pour la myoglobine) ou la différence dans le débit de dose d'irradiation (20 à 30 Gy 
par minute pour la NOS versus 200 Gy par minute pour la myoglobine). Afin de se rapprocher au 
maximum du taux idéal de 100 % de réduction, la concentration en protéine pourrait être diminuée. 
Les résultats présentés concernent des échantillons protéiques ayant une concentration comprise 
entre 150 à 200 µM. Diminuer la concentration aux environs de 75-100 µM permettrait 
probablement d’améliorer le rendement de réduction tout en restant dans des gammes détectables 
par spectroscopie RPE ou Raman de résonance.  
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 Nous observons que le rendement de réduction varie de 42 % pour iNOSoxy en condition 
aérobique, en présence du substrat et du cofacteur jusqu’à 67 % pour bsNOS dans les même 
conditions. La partie suivante traite de ce point et du caractère significatif (ou pas) de ces variations 
de rendement de réduction. 
2.2.3. Effet du substrat, du cofacteur et des conditions d’aérobicité sur le rendement 
de réduction. 
 L’effet de la dose d'irradiation a été testé sur un panel d’échantillons différents. Les protéines 
bsNOS et iNOSoxy ont été conditionnées avec ou sans le cofacteur BH4, avec le substrat arginine, le 
substrat NOHA ou sans substrat et en présence ou en absence de dioxygène (20 conditions 
différentes en trois exemplaires).  
 La Figure 124 représente le signal g1eff observé en spectroscopie RPE de l’espèce Fe
III de la 
protéine bsNOS pour différentes conditions de saturation de substrat et/ou de cofacteur et en 
présence de dioxygène. Dans ces conditions, le rendement de réduction pour la dose maximale 
d'irradiation de 76,5 kGy varie de 28 % (en présence du substrat NOHA et du cofacteur BH4) à 67 
% (en présence du substrat arginine et du cofacteur BH4). 
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Figure 124 : Zone g1eff des spectres RPE de bsNOS pour différentes conditions de 
saturation en substrat et cofacteur, en présence de dioxygène avant l’étape d’irradiation (en 
noir) et après irradiation des doses de 22,2 kGy, 51,0 kGy et 76,5 kGy (différents teintes de 
bleus). 
 Les résultats obtenus pour les autres conditions étudiées (bsNOS en condition anaérobique 
et iNOSoxy) sont reportés dans le Tableau 33. Dans le cas de iNOSoxy, le plus faible rendement de 
réduction est observé en présence du substrat arginine et du cofacteur BH4 en condition aérobique 
(42 %) et le meilleur rendement de réduction est observé sans substrat et en absence du cofacteur 
BH4 en condition anaérobique (74 %). 
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Rendement de réduction (%) 
22,2 kGy 51,0 kGy 76,5 kGy 
 
 
 
 
 
iNOSoxy 
-Arg -BH4  
-Arg -BH4 
Aérobique 19 62 64 
Anaérobique 51 64 74 
+Arg +BH4 
+Arg +BH4 
Aérobique 15 40 42 
Anaérobique 27 38 50 
+Arg 
+Arg 
Aérobique 17 43 61 
Anaérobique 25 N.D. 62 
+BH4 
+BH4 
Aérobique 27 45 58 
Anaérobique 29 43 57 
+NOHA +BH4 Aérobique 25 49 61 
+NOHA Aérobique 15 25 70 
 
 
 
 
 
bsNOS 
-Arg -BH4 
-Arg -BH4 
Aérobique 17 
26 
44 
N.D. 
49 
60 Anaérobique 
+Arg +BH4 
+Arg +BH4 
Aérobique 23 55 67 
Anaérobique 21 47 63 
+Arg 
+Arg 
Aérobique 40 51 60 
Anaérobique 22 41 55 
+BH4 
+BH4 
Aérobique 25 26 33 
Anaérobique 20 42 57 
+NOHA +BH4 Aérobique 10 19 28 
+NOHA Aérobique 9 32 46 
      
Tableau 33 : Rendements de réduction (en %) calculés pour iNOSoxy et bsNOS dans 
différentes conditions de saturation en substrat, en cofacteur et en dioxygène après 
irradiation des doses de 22,2 kGy, 51,0 kGy et 76,5 kGy. Les rendements minimums et 
maximums pour chacune des protéines sont indiqués en gras. 
 Afin d’étudier les différents paramètres (condition de saturation en substrat et cofacteur, 
présence ou absence de dioxygène et nature de la protéine étudiée) nous avons réalisé une analyse 
statistique de nos données.  
 
Effet de la présence de dioxygène :  
 La présence de dioxygène dans l’échantillon pourrait interférer avec le processus de 
réduction. Les électrons éjectés et les radicaux formés par radiolyse de l’eau pourraient réagir 
préférentiellement avec le dioxygène et entrer en compétition avec la réduction du fer. Sur la Figure 
125 est représentée l’analyse statistique des échantillons contenant (en rouge) ou ne contenant pas 
(en noir) de dioxygène pour une dose d'irradiation de 76,5 kGy. Les rendements de réduction 
maximums et minimums sont annotés par un point en forme d’étoile. Les points en forme de carrés 
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correspondent à la moyenne de ce rendement, le trait horizontal à la médiane et les « boîtes » 
rectangulaires à l’erreur standard.  
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Figure 125 : Analyse statistique de l’effet de la présence ou de l’absence de dioxygène sur le 
rendement de réduction. 
 Le chevauchement des « boîtes » correspondant aux erreurs standards entre les échantillons 
contenant du dioxygène et ceux n’en contenant pas, indique que les différences observées entre les 
deux groupes ne sont pas significatives. Cela laisse supposer que la présence de dioxygène 
n’interfère pas de manière significative avec le processus de réduction. 
 
Effet de la présence du substrat ou du cofacteur : 
 La présence de cofacteur et du substrat permet une meilleure structuration de la protéine et 
le site actif adopte une configuration plus « fermée ». Ainsi leur présence pourrait diminuer la 
concentration des espèces réductrices à proximité du site actif. La même analyse statistique a été 
réalisée pour l’effet de la présence du substrat (Figure 126 A) ou du cofacteur (Figure 126 B) sur le 
rendement de réduction. 
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Figure 126 : Analyse statistique de l’effet de la présence ou de l’absence du substrat arginine 
ou du cofacteur BH4 sur le rendement de réduction du fer. 
 Les erreurs standards des échantillons contenant le substrat arginine ou le cofacteur BH4 (en 
rouge) chevauchent les erreurs standards des échantillons ne contenant pas le substrat ou le 
cofacteur (en noir). Ainsi nous concluons que, malgré des variations a priori importantes, ni le 
substrat ni le cofacteur ne semblent impacter significativement le rendement de réduction. 
 
Effet du type de protéine étudié : 
 Enfin, nous avons comparé les rendements de réduction obtenus avec iNOSoxy (Figure 127 
en noir) et bsNOS (Figure 127 en rouge).  
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Figure 127 : Analyse statistique de l’effet de la protéine étudiée sur le rendement de 
réduction du fer. 
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 Dans le cas de la dose la plus élevée (76,5 kGy) l’erreur standard mesurée sur les échantillons 
de NOS bactérienne ne chevauche pas celle obtenue avec iNOSoxy. Ainsi la différence de 
rendement de réduction (plus faible dans le cas de bsNOS) est considérée comme significative. Les 
échantillons contenant la protéine bsNOS ont été préparés avec une concentration plus élevée (200 
µM) que pour iNOSoxy (plutôt 150 µM) et pourrait justifier alors la difficulté à atteindre des 
rendements de réduction élevés dans le cas de bsNOS. 
 
 D’une manière générale, les rendements de réduction observés sont assez variables 
(28 % à 74 %) mais ne peuvent pas être reliés de manière significative à la présence ou 
absence de substrat et la présence ou absence de dioxygène. Nous pensons que ces variations 
sont probablement dues aux erreurs spécifiques à nos conditions expérimentales : erreur sur la 
concentration en protéine, détermination de la dose d'irradiation (positionnement de l’échantillon 
par rapport à la source), erreur sur l’analyse spectroscopique. 
2.3. Conclusion 
 L’analyse des échantillons irradiés de NOS à l’état FeIII en condition cryogénique montrent 
que l’intégrité structurale et électronique du site actif est préservée dans nos conditions 
expérimentales. Nous observons des rendements de réduction aux environs de 60 % en moyenne et 
pouvant aller jusqu’à 74 %. Une diminution des concentrations en protéine pourrait encore 
améliorer ce taux. Il n’y a pas de variations significatives entre la configuration du dimère « ouvert » 
(iNOSoxy sans substrat et sans cofacteur [79, 113], la configuration du dimère « fermé » (iNOSoxy 
en présence de substrat et de cofacteur [94, 111] ou bsNOS).  
 La présence ou l’absence de substrat, de cofacteur ou de dioxygène n’induisent pas de 
compétition avec le processus de réduction du fer de l’hème. Cela permet ainsi de travailler en 
présence des substrats arginine et NOHA, du cofacteur naturel BH4 et du dioxygène, soit les 
conditions nécessaires pour étudier le cycle catalytique des NOS. La réduction est observée tant 
pour iNOSoxy que pour bsNOS et semble efficace pour initier la réaction dans des conditions à peu 
près quantitatives. Cela doit permettre de comparer les mécanismes catalytiques de iNOSoxy et 
bsNOS. 
 A la fin des expériences de réduction, le large panel d’échantillons de NOS à l’état FeII, en 
présence ou absence de dioxygène, de substrat et de cofacteur est conservé à 77 K. Nous pouvons 
alors procéder aux sauts en température qui ont pour but de déterminer le seuil thermique à partir 
duquel le gaz O2 sera capable de se fixer au fer à l’état réduit et former l’espèce Fe
IIO2 attendue dans 
le cycle catalytique. 
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3. Sauts en température pour observer la fixation des gaz CO ou O2 sur le fer 
3.1. Introduction 
 Les sauts en température devraient permettre de faire évoluer la réaction par étapes et ainsi 
de piéger des intermédiaires réactionnels. Comme la réduction du fer de l’hème à 77 K est induite 
par irradiation gamma en présence de dioxygène in situ, la première espèce attendue après les sauts 
en température devrait être le complexe FeIIO2. Notre premier objectif a été de déterminer, par 
spectroscopie Raman de résonance, les seuils de température à partir desquels le dioxygène pourra 
diffuser et se fixer sur le fer. L'espèce FeIIO2 est caractérisée par spectroscopie Raman de résonance 
par des fréquences de résonances des élongations O-O aux environs de 1126-1133 cm-1, en fonction 
de l’isoforme étudié et des conditions de saturation en substrat et cofacteur ([115, 118, 159-161], 
voir Annexe 4)). La caractérisation de cette signature spectrale est proche de la fréquence de 
résonance du mode vibrationnel 5 des espèces Fe
II et FeIII comprise entres 1122 cm-1 et 1129 cm-1. 
Ainsi, dans nos conditions expérimentales, l’espèce FeIIO2 pourrait être formée sans être facilement 
détectée. Pour pallier ce problème, nous avons d'abord étudié des échantillons conditionnés dans 
des tampons saturés en gaz CO. Le complexe FeIICO est une espèce extrêmement stable et conduit 
la réaction dans une impasse. Ainsi, piéger une grande quantité de l’espèce FeIICO semble plus aisé, 
a priori, que de piéger l’espèce FeIIO2, beaucoup plus instable et réactive. De plus, les fréquences de 
résonance des modes vibrationnels de la déformation Fe-C-O et de l’élongation Fe-CO sont bien 
distinctes de celles des espèces FeII et FeIII ce qui facilite la caractérisation du complexe FeIICO.  
3.2. Etude de la fixation du ligand CO sur le fer 
En présence du substrat arginine : 
 La fixation du ligand CO a d’abord été étudiée en présence de concentrations saturantes en 
substrats et en absence de cofacteur BH4. Quand le substrat arginine ou NOHA est en 
concentration saturante avec bsNOS, la protéine adopte totalement la configuration HS-5C ce qui 
correspond à la configuration la plus repliée de la protéine pour laquelle le site actif est le moins 
accessible. 
 L’échantillon est irradié avec une dose de 76,5 kGy et analysé par spectroscopie Raman de 
résonance. Le rayonnement laser à 413,1 nm a été utilisé pour exalter les espèces FeII et FeIII alors 
que l’espèce FeIICO sera plus facilement exaltée par un rayonnement à 441,6 nm (absorbance UV-
visible à 445 nm). La Figure 128 représente les spectres Raman de résonance obtenus à 413,1 nm 
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avec un échantillon de protéine bsNOS conditionnée avec le substrat arginine et un tampon saturé 
en gaz CO. Les sauts en température entre 180 K et 250 K permettent de suivre l’évolution des 
espèces FeII et FeIII. Le tampon contenant 50 % de glycérol a été enregistré seul (en vert sur la Figure 
128) et permet de repérer les zones de spectres contenant la signature spectrale du tampon pendant 
les sauts en température (marques vertes). Après irradiation et un saut en température de 1 minute à 
180 K l’espèce majoritaire dans l’échantillon est une espèce réduite FeII. Nous pouvons identifier 
différentes fréquences caractéristiques de cette espèce (en rouge sur la Figure 128) : 16 (746 cm
-1), 4 
(1348 et 1426 cm-1) et 3 (1470 cm
-1) similaires à celles décrites dans la littérature ([102], Annexe 4).  
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Figure 128 : Spectres Raman de résonance à 413,1 nm de bsNOS (+arginine) dans un 
tampon saturé en gaz CO. Evolution des espèces FeII (en rouge) et FeIII (en noir) au cours 
des sauts en température. Le spectre vert est le spectre du tampon seul. (p) : artefact. 
Au cours des sauts en température, la proportion d'espèce FeII diminue progressivement en 
particulier pour les températures au-dessus de 210 K. En parallèle la proportion d’espèce FeIII avec 
des modes de résonance 16 (677 cm
-1), 4 (1373), 3 (1490 cm
-1) et  vinyl (1625 cm
-1) (en noires sur la 
Figure 128) augmente dans la même gamme de température. La disparition de l’espèce FeII devrait 
conduire à la formation d’une autre espèce et le gaz CO présent dans l’échantillon pourrait se fixer 
sur l’espèce FeII. Dans ces conditions, l’espèce FeIICO, très stable, pourrait être accumulée et 
observée par spectroscopie Raman de résonance. Les signatures spectrales des modes vibrationnels 
de l’élongation Fe-CO et de la déformation Fe-C-O de ce complexe sont attendues à 502 cm
-1 et 568 
cm-1 (flèche bleu sur la Figure 128, [102]).  
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Afin de mieux étudier la présence ou l’absence de ce complexe dans l’échantillon, nous 
utilisons un rayonnement laser incident à 441,6 nm plus adapté pour exalter l’espèce FeIICO. La 
Figure 129 représente les spectres obtenus à 441,6 nm pour le même échantillon que celui présenté 
en Figure 128 (bsNOS en présence d’arginine et gaz CO). 
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Figure 129 : Spectres Raman de résonance à 441,6 nm de bsNOS (+arginine) dans un 
tampon saturé en gaz CO. Evolution des espèces FeII (en rouge) et FeIII (en noir) au cours 
des sauts en température. Les marques vertes représentent la contribution du tampon. Les 
flèches bleues indiquent les signatures spectrales du complexe FeIICO. (p) : artefact. 
 D’une manière générale, les spectres obtenus à 441,6 nm, dans nos conditions 
expérimentales sont très bruités. Les espèces FeII et FeIII sont moins exaltées, par conséquent, leurs 
signaux sont beaucoup moins intenses. De plus la proportion de glycérol (50 %) présent dans 
l’échantillon confère à celui-ci un caractère très fluorescent, ce qui génère un rapport signal sur bruit 
plus faible et complique fortement le traitement des données. Cependant, nous caractérisons les 
mêmes fréquences de résonance que celles obtenues à 413,1 nm pour les espèces FeII (en rouge) et 
FeIII (en noir). Dans la zone correspondant aux basses fréquences, nous révélons de nouvelles 
contributions spectrales pour les températures supérieures à 210 K. Le mode vibrationnel aux 
environs de 500 cm-1 est superposé à la contribution spectrale du tampon. Afin de mieux étudier ces 
nouvelles signatures spectrales, nous proposons une analyse spécifique du spectre situé entre 480 et 
580 cm-1. 
  La Figure 130 représente un zoom du spectre sur les basses fréquences; les raies sont 
simulées par des fonctions gaussiennes. 
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Figure 130 : Basses fréquences du spectre Raman de résonance à 441,6 nm de bsNOS 
(+arginine) dans un tampon saturé en gaz CO. Les simulations gaussiennes des raies sont 
représentées en bleu. 
Les modes vibrationnels relevées sur cette zone de fréquence permettent de caractériser les 
fréquences de résonances suivantes : 497, 505, 512 et 568 cm-1. Les fréquences observées à 505 cm-1 
et 568 cm-1 sont très similaires aux modes vibrationnels du complexe FeIICO de bsNOS en 
présence du substrat arginine précédemment déterminés à 502 cm-1 pour Fe-CO et 568 cm
-1 pour Fe-
C-O [102]. Le mode observé à 497 cm
-1 pourrait correspondre à une contribution résiduelle du 
tampon ou au mode 12 de la porphyrine [102]. Le mode de résonance à 512 cm
-1 peut être attribué 
à un mode porphyrine. Il y a couplage de fermi entre ce mode et la bande de vibration de Fe-CO 
car les fréquences de résonances sont proches et cela a pour effet d’augmenter l’intensité de ce 
mode porphyrine [188] et de décaler le mode Fe-CO vers une plus haute fréquence que celle attendue 
(502 cm-1 505 cm-1). 
 Ainsi, nous concluons que l’espèce FeII commence à s’oxyder dès 210 K et que la fixation 
du gaz CO semble possible dans la même gamme de température. Cependant, au vu du signal 
enregistré, la proportion de complexe FeIICO est extrêmement faible. Le spectre Raman de 
résonance est majoritairement composé des signaux caractéristiques des espèces FeII de départ et 
FeIII finales. 
 
 Afin d’améliorer la proportion d’espèce FeIICO formée, nous avons cherché à optimiser les 
étapes de sauts en température. Nous réalisons la même séquence d’analyse que précédemment 
mais avec des sauts plus progressifs ciblés entre 200 et 220 K (Figure 131). L’analyse des spectres 
Raman de ce second échantillon permet de caractériser les mêmes modes vibrationnels que 
précédemment : l’espèce FeII (en rouge) pour les basses températures, un mélange d’espèces FeII et 
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FeIII pour les températures intermédiaires et une espèce FeIII à la fin du processus de saut en 
température (en noir). 
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Figure 131 : Spectres Raman de résonance à 413,1 nm de bsNOS (+arginine) dans un 
tampon saturé en gaz CO. Evolution des espèces FeII (en rouge) et FeIII (en noir) au cours 
des sauts en température. Les flèches bleues indiquent les signatures spectrales attendues 
du complexe FeIICO. 
 Nous montrons que la disparition du signal attribué à l’espèce FeII et l’augmentation de celui 
attribué à l’espèce FeIII ne progressent pas pendant les sauts en température réalisés jusqu’à 200 K 
mais évoluent progressivement pendant le saut en température réalisé à 220 K. Afin de caractériser 
la présence ou l’absence du complexe FeIICO pour les sauts en température réalisés à 220 K, 
l’échantillon a été analysé avec un laser à 441,6 nm (Figure 132). 
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Figure 132 : Spectres Raman de résonance à 441,6 nm de bsNOS (+arginine) dans un 
tampon saturé en gaz CO. Evolution des espèces FeII (en rouge) et FeIII (en noir) au cours 
des sauts en température. Les marques vertes représentent la contribution du tampon. Les 
flèches bleues indiquent les signatures spectrales du complexe FeIICO. 
 Nous pointons sur le spectre les mêmes espèces FeII et FeIII que celles analysées à 413,1 nm. 
Les résultats présentés correspondent aux spectres pour lesquels la contribution du tampon est 
soustraite. Il reste cependant une petite contribution du tampon aux environs de 500 cm-1 (marque 
verte sur la Figure 132), là où est attendue la fréquence de résonance du mode vibrationnel de 
l’élongation Fe-CO. Les basses fréquences du spectre le plus exempt de contributions du tampon 
sont représentées en Figure 133. 
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Figure 133 : Basses fréquences du spectre Raman de résonance à 441,6 nm de bsNOS 
(+arginine) dans un tampon saturé en gaz CO. La simulation gaussienne des raies est 
représentée en bleu. 
 Le rapport signal sur bruit est médiocre et la simulation gaussienne des pics (en bleu) ne 
permet pas de caractériser le mode vibrationnel Fe-CO. Le mode enregistré à 497 cm
-1 est attribué à 
la contribution du tampon. Le mode observé à 567 cm-1 pourrait être attribué à la vibration Fe-C-O 
mais reste très bruité. Nos conditions de sauts en température ne permettent pas d’observer le 
complexe FeIICO en grande quantité. 
 
En présence du substrat NOHA : 
La fixation du ligand CO a également été étudiée en présence du substrat NOHA. Comme 
en présence d’arginine, à 413,1 nm les espèces détectées sont une espèce FeII majoritaire au départ, 
qui s’oxyde au cours des sauts en température en espèce FeIII (Figure 134). Les fréquences de 
résonance déterminées sur le spectre sont très proches de celles obtenues en présence d’arginine.  
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Figure 134 : Spectres Raman de résonance à 413,1 nm de bsNOS (+NOHA) dans un 
tampon saturé en gaz CO. Evolution des espèces FeII (en rouge) et FeIII (en noir) au cours 
des sauts en température. Les marques vertes correspondent à la contribution du tampon. 
(p) : artefact. 
 Les modes vibrationnels des espèces FeII et FeIII de bsNOS en présence de NOHA ne sont 
pas rapportés dans la littérature. Nous déterminons ici des fréquences de résonance dans ces 
conditions expérimentales particulières et elles sont très proches de celles observées en présence 
d’arginine. Cependant, l’analyse des spectres est extrêmement complexe. Certains modes 
vibrationnels des espèces FeII, FeIII (et éventuellement FeIICO) résonnent dans les mêmes zones de 
fréquence. Les raies observées sont alors dégénérées c'est-à-dire composées des modes vibrationnels 
de plusieurs espèces. Ainsi les modes vibrationnels de la porphyrine relevés pour l’espèce FeII et FeIII 
en présence du substrat NOHA ne correspondent pas forcément aux modes vibrationnels purs pour 
cette espèce. 
 Les analyses obtenues à 441,6 nm permettent d’identifier les mêmes modes de vibration 
pour les espèces FeII et FeIII que ceux déterminés à 413,1 nm (Figure 135). L’analyse des spectres 
entre 450 et 550 cm-1 ne permet pas de mettre en évidence la formation de l’espèce FeIICO au cours 
des sauts en température. 
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Figure 135 : Spectres Raman de résonance à 441,6 nm de bsNOS (+NOHA) dans un 
tampon saturé en gaz CO. Evolution des espèces FeII (en rouge) et FeIII (en noir) au cours 
des sauts en température. Les marques vertes correspondent à la contribution du tampon. 
 Ainsi le complexe FeIICO, caractérisé de manière minoritaire en présence du 
substrat arginine, n’est pas du tout détecté en présence du substrat NOHA.  
 
Conclusion de l’étude de la fixation du ligand CO en présence d’un substrat : 
 Les analyses à 413,1 nm de la protéine bsNOS en présence du substrat arginine ou NOHA 
et du tampon saturé en gaz CO permettent de caractériser les températures pour lesquelles le signal 
attribué à l’espèce FeII diminue (> 210 K). La diminution du signal de l’espèce FeII pourrait 
être associée à la formation d’une espèce FeIICO.  
 En outre, l’analyse des sauts en température à 441,6 nm avec le substrat arginine indique que 
la fixation du gaz CO sur l’espèce FeII semble être possible pour des températures égales ou 
supérieures à 220 K. Cela suggère que la température minimale pour laquelle le gaz CO, et 
par analogie le gaz O2, pourrait diffuser et se fixer sur l’espèce Fe
II serait située autour de 
220 K. Cependant l’espèce FeIICO est piégée en très faible quantité en présence d’arginine 
et même pas du tout en présence de NOHA. Cela indique que la disparition du signal FeII 
est associée à la formation d’une autre espèce que le complexe FeIICO. 
 Les analyses à 413,1 nm informent également quant à l'évolution de l’espèce FeIII. Quelque 
soit le substrat, alors que le signal de l’espèce FeII diminue progressivement pour les 
températures supérieures à 210 K, le signal de l’espèce FeIII augmente et pourrait suggérer 
que l’espèce FeII s’oxyde en FeIII. Cette oxydation pourrait provenir de la diffusion du gaz O2 de 
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l’atmosphère présent à la surface de l’échantillon. Le dioxygène pourrait alors entrer en compétition 
avec le gaz CO pour se fixer sur l’espèce FeII. Dans ce cas de figure, l’espèce FeIIO2 serait formée. 
Les analyses à 441,6 nm, plus proche de la bande de Soret de l’espèce FeIIO2 (428 nm) devrait 
permettre de caractériser cette espèce. La fréquence de résonance O-O du complexe FeIIO2, 
retrouvée vers 1126 cm-1 pourrait être en mélange avec la fréquence du mode 5 de la porphyrine et 
serait alors difficilement caractérisée. Cependant le mode vibrationnel O-O ne semble pas être mis 
en évidence au cours de nos analyses à 441,6 nm. Cela indique que si l’espèce FeIIO2 est formée, sa 
vitesse de disparition, au-dessus des températures de 200 K, est déjà trop rapide pour permettre son 
accumulation et sa caractérisation. 
   
En présence du cofacteur BH4 : 
 Outre l’espèce FeIIO2, l’autre espèce du cycle catalytique observée par spectroscopie UV-
visible, en présence du cofacteur BH4, est l’espèce Fe
IIINO pendant l’oxydation du substrat NOHA. 
Dans le cas de iNOSoxy le temps de vie de l’espèce FeIIINO est beaucoup plus important que 
l’espèce FeIIO2 (vitesse de disparition de Fe
IIO2=12,5-36,7 s
-1 versus FeIIINO=2,3 s-1 [103, 171]. Ainsi, 
si le dioxygène diffuse dans l’échantillon et entre en compétition avec le gaz CO pour la fixation sur 
l’espèce FeII, l’espèce FeIIINO serait plus facilement détectée au cours des sauts en température que 
l’espèce FeIIO2. 
 Nous avons donc procédé à des sauts en température pour une protéine iNOSoxy en 
présence du substrat NOHA, du cofacteur BH4 et d'un tampon saturé en gaz CO. Les résultats 
obtenus à 413,1 nm sont exposés en Figure 136.  
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Figure 136 : Spectres Raman de résonance à 413,1 nm de iNOSoxy (+BH4+NOHA) dans 
un tampon saturé en gaz CO. Evolution des espèces FeII (en rouge) et FeIII (en noir) au 
cours des sauts en température. Les marques vertes correspondent à la contribution du 
tampon. (p) : artefact. 
 L’espèce de départ est un mélange d’espèces FeII et FeIII sur lequel nous pouvons caractériser 
les fréquences de résonance de l’espèce FeII en présence du cofacteur BH4 et du substrat NOHA : 
16 (748 cm
-1), 4 (1350 et 1393 cm
-1) et 3 (1425 cm
-1). Les sauts en température permettent 
d’observer la diminution de la contribution spectrale de l’espèce FeII. Les raies correspondant à 
l’espèce FeIII augmentent et nous caractérisons les modes vibrationnels suivant : 7 (677 cm
-1), 4 
(1375 cm-1), 3 (1490 cm
-1) et  vinyl (1627 cm
-1). 
 Les spectres Raman à 441,6 nm, mesurées pour les températures de 210 K et 220 K sont 
représentés en Figure 137. On retrouve les signatures spectrales des espèces FeII et FeIII sans que la 
contribution spectrale du complexe FeIICO ne soit détectée.  
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Figure 137 : Spectres Raman de résonance à 441,6 nm de iNOSoxy (+BH4 +NOHA) dans 
un tampon saturé en gaz CO. Evolution des espèces FeII (en rouge) et FeIII (en noir) au 
cours des sauts en température. Les marques vertes correspondent à la contribution du 
tampon. 
 Les analyses à 441,6 nm, plus proche de la bande de Soret des espèces FeIIIOO- ou 
FeIIIOOH [245], permettraient de caractériser ces espèces si elles étaient formées suite à la diffusion 
du gaz O2 et suite au transfert d’un électron provenant du cofacteur BH4. La cryo-réduction du 
complexe FeIIO2 du CYP 101 étudiée par spectroscopie Raman de résonance a mis en évidence une 
nouvelle espèce ayant un mode vibrationnel O-O avec une fréquence de résonance 799 cm
-1 [246] 
attribuée au complexe FeIIIOOH [247, 248]. C'est aussi dans cette zone de fréquence que sont 
attendus les modes de résonance de l'espèce cpI [249, 250]. Or aucune de nos analyses à 441,6 nm 
n’a permis de mettre en évidence de telles espèces. Cela suggère que, si le dioxygène diffuse dans 
l’échantillon et se fixe à l’espèce FeII à des températures supérieures à 200 K, on se situe déjà dans 
une gamme de température suffisamment élevée pour que les intermédiaires FeIIIOO- et FeIIIOOH 
réagissent. Ainsi leur vitesse de disparition, à de telles températures, est trop importante pour 
permettre leur accumulation. En effet les complexes FeIIIOO- et FeIIIOOH ont déjà été observés en 
condition cryogénique mais uniquement pour des conditions de températures inférieures à 200 K 
[138].  
Les modes vibrationnels de la déformation Fe-N-O de l’espèce Fe
IIINO est normalement 
caractérisée vers 540 cm-1 (en bleu, Figure 138), une zone de spectre exempt de modes vibrationnels 
des espèces FeII ou FeIII. Nous avons analysé cette zone de spectre, très bruitée, et nous déterminons 
deux signatures spectrales : à 547 cm-1 et à 557 cm-1. 
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Figure 138 : Basses fréquences du spectre Raman de résonance à 441,6 nm de iNOSoxy 
(+NOHA +BH4) dans un tampon saturé en gaz CO. Les simulations gaussiennes des raies 
sont représentées en bleu. 
 Dans le cas de iNOSoxy, les modes vibrationnels Fe-NO et Fe-N-O de l’espèce Fe
IIINO sont 
caractérisés entre 537-541 cm-1 et 545-550 cm-1 respectivement en fonction des conditions de 
saturation en cofacteur et en substrat ([194], voir Annexe 4). Quant aux modes de vibration Fe-NO de 
l’espèce FeIINO, ceux-ci sont retrouvés entre 540-549 cm-1 ([194], voir Annexe 4). Ainsi les 
fréquences 547 cm-1 et 557 cm-1 pourraient correspondre aux modes vibrationnels d’une espèce 
FeIINO ou FeIIINO. Bien que leurs proportions soient minoritaires dans l’échantillon, leur présence 
indique que le gaz O2 diffuse probablement dans l’échantillon. La faible intensité du signal indique 
qu'une faible quantité d'espèce FeIINO ou FeIIINO est piégée ou que leurs vitesses de disparition 
sont trop rapides pour permettre une bonne accumulation de celles-ci.  
 
 Les analyses en présence du cofacteur BH4, du substrat NOHA, et de gaz CO ne 
permettent pas de détecter l’espèce FeIICO (par diffusion du gaz CO présent dans 
l’échantillon) ni de détecter l’espèce FeIIO2 (par diffusion du gaz O2 présent à la surface de 
l’échantillon) ni de détecter tout autre complexe oxygéné issu du cycle catalytique. En 
revanche de nouvelles contributions spectrales peu intenses sont attribuées à une espèce 
ayant pour ligand le NO. Ceci indique que le dioxygène a pu diffuser dans l’échantillon et a 
permis à une petite fraction de protéine de produire cette espèce.  
- 221 - 
3.3. Sauts en température en présence de dioxygène : études préliminaires. 
Par spectroscopie RPE :  
L’analyse des spectres Raman se révèle extrêmement complexe du fait de la présence de 
plusieurs espèces dans les échantillons ayant des fréquences de résonance très proches (Annexe 4). 
Les analyses par spectroscopie RPE pourraient s’avérer plus simples. Les espèces FeII et FeIIINO 
(pendant l’oxydation du NOHA) ne sont pas détectables. En revanche, les espèces FeIII, FeIIIOO-, 
FeIIIOOH et FeIINO devraient être détectées si elles étaient formées au cours des sauts en 
température. 
 La Figure 139 représente les spectres RPE de la protéine bsNOS en présence du substrat 
arginine, du cofacteur BH4 et de dioxygène. Le spectre noir, représentant le signal RPE avant 
irradiation, est caractéristique de l’espèce FeIII HS de la protéine bsNOS en présence du substrat 
arginine et du cofacteur BH4 (g1eff=7,64, g2eff=4,07, g3eff=1,80). Le spectre rouge représente l’espèce 
FeIII après irradiation avec des valeurs de geff identiques. Les spectres bleus représentent l’évolution 
du signal FeIII pendant les expériences de sauts en température. 
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Figure 139 : Spectres RPE de bsNOS (+BH4 +Arg) dans un tampon saturé en gaz O2. 
Avant irradiation (en noir) après irradiation (en rouge) et évolution de l’espèce FeIII (en 
bleu) au cours des sauts en température. 
 Le signal FeIII augmente progressivement sans que ne soient détectées d’autres espèces 
paramagnétiques. De plus les valeurs de geff ne sont pas modifiées et indiquent que l’arginine reste 
dans la cavité du substrat sans être oxydée. La Figure 140 représente l’évolution de l’intensité du 
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signal g1eff pendant les sauts en température. Pendant les sauts en température entre 140 et 170 K 
l’intensité du signal diminue légèrement. Cela pourrait être dû à la fin de la relaxation des électrons 
générés pendant l’irradiation des échantillons. A partir de 180 K le signal RPE de l’espèce FeIII 
augmente jusqu’à 270 K. 
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Figure 140 : Intensité du signal g1eff de l’espèce FeIII de bsNOS (+BH4 +Arg) avant 
irradiation (en noir) après irradiation (en rouge) et au cours des sauts en température (en 
bleu). 
Le même type de résultat est observé pour d’autres conditions testées (bsNOS, en présence 
de l’arginine seule, iNOSoxy en présence de substrat arginine et du cofacteur BH4, Figure 141). 
 
In
te
n
si
té
 d
u
 s
ig
n
al
 R
P
E
 F
eI
II
 (
g 1
ef
f)
 (
a.
u
.)
2
5
0
 K
, 
1
 m
in
2
7
0
 K
, 
1
 m
in
2
3
0
 K
, 
1
 m
in
2
1
0
 K
, 
1
 m
in
2
0
0
 K
, 
1
 m
in
1
9
0
 K
, 
1
 m
in
1
8
0
 K
, 
1
 m
in
1
7
0
 K
, 
1
 m
in
1
6
0
 K
, 
2
 m
in
A
p
rè
s 
ir
ra
d
ia
ti
o
n
 A
v
an
t 
ir
ra
d
ia
ti
o
n
bsNOS + Arg 
 
In
te
n
si
té
 d
u
 s
ig
n
al
 R
P
E
 F
eI
II
 (
g 1
ef
f)
 (
a.
u
.)
 
2
4
0
 K
, 
1
 m
in
1
4
0
 K
, 
1
 m
in
1
5
0
 K
, 
1
 m
in 2
5
0
 K
, 
1
 m
in
2
7
0
 K
, 
1
 m
in
2
3
0
 K
, 
1
 m
in
2
1
0
 K
, 
1
 m
in
2
0
0
 K
, 
1
 m
in
1
9
0
 K
, 
1
 m
in
1
8
0
 K
, 
1
 m
in
1
7
0
 K
, 
1
 m
in
1
6
0
 K
, 
2
 m
in
A
p
rè
s 
ir
ra
d
ia
ti
o
n
 A
v
an
t 
ir
ra
d
ia
ti
o
n
iNOSoxy +BH
4
 + Arg 
 
 
Figure 141 : Intensité du signal g1eff de l’espèce FeIII de bsNOS (+Arg) et iNOSoxy (+BH4 
+Arg) avant irradiation (en noir) après irradiation (en rouge) et au cours des sauts en 
température (en bleu). 
Dans tous les cas, en présence de dioxygène, le signal RPE de l’espèce FeIII diminue 
légèrement puis ré-augmente jusqu’à la température de 270 K. Les valeurs de geff ne 
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changent pas et aucune autre espèce paramagnétique n’est détectée. Cela suggère que les 
sauts en température permettent d’oxyder l’espèce FeII en espèce FeIII par une voie 
moléculaire ne permettant pas d’oxyder le substrat arginine dans la cavité. 
3.4. Conclusion et perspectives 
 Les spectres Raman de résonance analysés pendant les sauts en température montrent une 
grande complexité par la présence d’un mélange d’espèces au départ. Nous pourrons, à l’avenir 
travailler avec des échantillons ayant une concentration plus faible. Ainsi l’irradiation permettrait 
d’obtenir peut être 100 % d’espèce FeII ce qui faciliterait significativement l’interprétation des 
spectres Raman de résonance. 
  
 Les études de sauts en température réalisées en présence du gaz CO ne permettent pas de 
déterminer l’ensemble des paramètres qui régissent la diffusion et la fixation du gaz CO sur le fer 
réduit. Nous ne mettons pas en évidence la formation du complexe FeIICO pour tous les 
échantillons étudiés. La formation du complexe est observée dans une condition : la protéine 
bsNOS en présence du substrat Arg et pour des sauts en température supérieures à 220 K. Ainsi le 
gaz CO diffuserait pour des températures supérieurs à 220 K (-53°C) et serait capable de se fixer au 
fer à ce niveau de température. Cependant le rendement de fixation du gaz CO est extrêmement 
faible. 
 Les sauts en température montrent que les empreintes spectrales de l’espèce FeII diminuent 
et que celles de l’espèce FeIII augmentent suggérant ainsi que l’oxydation de l’espèce FeII en espèce 
FeIII a bien lieu. Ainsi on pourrait proposer que le dioxygène de l’atmosphère diffuse dans 
l’échantillon congelé et entre en compétition avec le gaz CO pour se fixer au fer. Cependant, si le 
complexe FeIIO2 était formé, il serait difficile à caractériser, le mode vibrationnel O-O a une 
fréquence de résonance très proche du mode 5 des espèces Fe
II et FeIII. Afin de faciliter la 
caractérisation de l’espèce FeIIO2, les échantillons pourront être saturés en dioxygène 18 pour lequel 
les modes de résonance O-O seraient beaucoup plus facilement détectables par spectroscopie 
Raman de résonance (aux environs de 1055-1060 cm-1). D’autre part, la température pour laquelle le 
dioxygène diffuse pourrait être suffisamment élevée pour permettre des transferts d'électrons et de 
protons permettant d’activer l'oxygène. L'espèce FeIIO2 aurait alors une vitesse de disparition 
accélérée et ne pourrait pas être accumulée dans nos conditions expérimentales. Il en est de même 
pour les intermédiaires FeIIIOO- et FeIIIOOH, normalement observés pour des températures situées 
entres 140 K et 200 K [133, 138]. En outre, les analyses par spectroscopie RPE en présence de 
dioxygène montrent le retour à l’état FeIII sans aucune apparition de nouvelle espèce paramagnétique 
et sans oxydation de l’arginine. 
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 En revanche, durant l’étape d’oxydation du NOHA, si le dioxygène diffuse et permet la 
formation des espèces oxydantes, le complexe FeIIINO devrait être finalement formé. Etant 
beaucoup plus stable que les autres intermédiaires réactionnels, il devrait être observable dans nos 
conditions expérimentales. Nous caractérisons des modes de résonances effectivement attribuables à 
une espèce FeIINO ou FeIIINO mais, encore une fois, avec un rendement extrêmement faible. Il 
semble que nos conditions expérimentales conduisent essentiellement à des réactions de découplage. 
Les sauts en température réalisés avec iNOSoxy en présence du substrat arginine, du cofacteur BH4 
et de dioxygène montrent que l’oxydation de l’espèce FeII en espèce FeIII n’est pas associée à 
l’oxydation de l’arginine en NOHA. L’espèce FeIIO2 serait formée mais s’autoxyderait rapidement 
sans que le transfert d’électron en provenance du cofacteur BH4 n’ait eu lieu. Le découplage pourrait 
également avoir lieu après l’activation de l’oxygène par le cofacteur BH4. 
 Les résultats obtenus durant les sauts en température indiquent que, premièrement, les 
températures pour lesquelles l’oxygène diffuse dans l’échantillon sont trop élevées pour pouvoir 
stabiliser suffisamment les intermédiaires réactionnels formés, et deuxièmement, que les réactions 
aboutissent majoritairement à du découplage et ne semblent pas emprunter le chemin catalytique 
attendu.
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L’activation de l’oxygène est une étape clé de la synthèse de NO. La maitrise de cette étape 
est essentielle à l’activité biologique même des NOS. En effet, si le processus de transfert d’électron 
et de proton n’est parfaitement contrôlé à ce stade, on assiste à un relarguage des espèces O2
•-, H2O2, 
NO-, ONOO- qui participent alors aux mécanismes de cytotoxicité évoqués dans le chapitre 1. 
L’ensemble de mes travaux de thèse sont centrés sur la régulation de cette étape qui dépend de 
plusieurs facteurs et, de ce fait, pas encore totalement comprise.  
 
Dans la première partie du chapitre 3, nous avons pu corréler la force de liaison H entre 
la cystéine proximale et le tryptophane voisin avec les propriétés d'électro-donation de la cystéine et 
la stabilité du lien fer-soufre. Nos résultats suggèrent que les NOS bactériennes sont, tout 
comme les NOS de mammifères, des oxygénases qui utilisent les propriétés électro-
donneurs et l’effet push du thiolate proximal pour activer le ligand distal O2 et maitriser la 
nature de ses produits catalytiques ([8], Annexe 1).  
 
Dans la deuxième partie du chapitre 3 nous étendons les résultats obtenus avec le 
complexe FeIICO en présence d'analogues de substrat au complexe FeIIO2 ce qui est nécessaire à la 
compréhension du transfert de proton. Ainsi nous caractérisons les modes vibrationnels du 
complexe FeIIO2 en présence d’analogues de substrats qui modifient le réseau de liaisons H distal. La 
molécule d’eau n’adopte pas tout à fait la même position en fonction du pKa du guanidinium et 
cette modification est déterminante pour la voie catalytique empruntée et pourrait être à l’origine 
des différences moléculaires entre l’étape d’oxydation de l’arginine et l’étape d’oxydation du 
NOHA. 
 
La troisième partie du chapitre 3 montre que le cofacteur a bien un rôle redox de donneur 
d’électron dans les deux étapes du cycle catalytique de iNOSoxy. En revanche le BH4 ne semble 
pas intervenir dans le transfert de proton. La régénération du cofacteur en espèce neutre à la fin 
du cycle moléculaire ne semble pas liée à la disparition de l’espèce FeIINO comme avancé 
précédemment.  
Durant l’oxydation de l’arginine par bsNOS, les cofacteurs BH4 et THF exercent exactement 
le même rôle que celui observé pour iNOSoxy. Cela suggère que bsNOS, étudiée avec BH4, pourrait 
être un bon modèle pour la première étape catalytique de la NOS de mammifère. Ces résultats 
indiquent également que le THF, présent in vivo dans la bactérie pourrait être le cofacteur redox 
naturel de la NOS bactérienne. En revanche durant l’oxydation du NOHA par bsNOS en présence 
de THF ou BH4, aucune forme radicalaire du cofacteur n’est piégée. Cela indique que la NOS 
bactérienne n’a probablement pas un mécanisme moléculaire directement comparable à 
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celui de la NOS de mammifère dans cette étape et relance le débat quant à la réelle fonction 
biologique de la NOS bactérienne ([9], Annexe 2). 
 
Le chapitre 4 propose une nouvelle approche méthodologique pour l’étude des NOS. 
L’irradiation gamma s’est montrée efficace pour initier la réaction catalytique c’est à dire 
réduire l’espèce FeIII en espèce FeII. Le rendement de réduction pourrait être encore amélioré en 
diminuant les concentrations en protéine. En revanche, les résultats obtenus pendant la phase de 
sauts en température suivant la phase de cryo-réduction sont plus mitigés. Il est probable que 
l’oxygène diffuse dans l’échantillon et l’oxydation de l’espèce FeII en espèce FeIII est observée. 
Cependant aucune nouvelle espèce ne peut être accumulée dans nos conditions d’analyses et 
le substrat arginine n’est pas oxydé en NOHA. Dans nos conditions expérimentale, des 
réactions de découplage doivent avoir majoritairement lieu et soulignent l’échec des sauts 
en température à mimer le cycle moléculaire naturel de la NOS dans nos conditions 
expérimentales ([10], Annexe 3). 
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Valeurs des modes vibrationnels des complexes FeIII de NOS caractérisées par spectroscopie Raman de résonance.
FeIII (en cm-1) 8 7 16 5 4 pp 3 5C,6C 2 5C,6C 10/ vinyl Fe-S Références 
NOS  677 754 1129 1374  -,1503  -/1627  [10] 
iNOSoxy +Arg +BH4  677 754 1122 1374 1429 1489,-  -/1627 331 [10, 102] 
eNOSoxy     1373 1427 1488,1500 1562,1578 -/1624,1635  [190] 
eNOSoxy +Arg      1370 1427 1488,1500 1562,1578 -/1624,1635  [190] 
eNOSoxy +BH4     1371 1427 1487,1500 1562,1578 -/1623  [190] 
eNOSoxy +Arg +BH4     1373 1427 1489,1503 1563,1579 -/1624,1638 338 [190, 191] 
nNOSoxy     1370  1488  -/1623  [187] 
nNOSoxy +BH4     1369  1488  -/1624  [187] 
nNOSoxy +Arg +BH4     1370  1487 1563,1574 -/1623  [187] 
bsNOS 343 675 754  1370  1488 1562,- -/1624  [102] 
bsNOS +Arg  675 754  1370  1489 1564,- -/1625 342 [102] 
saNOS     1373  1489  -/1626  [195] 
saNOS +Arg     1373  1503  -/1639  [195] 
saNOS +BH4 342 675 755  1372  1490 1565,- -/1625  [102] 
saNOS +Arg +BH4   674 754  1369  1486 1561,- -/1623  [102] 
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Valeurs des modes vibrationnels des complexes FeII de NOS caractérisées par spectroscopie Raman de résonance. 
 
 
FeII (en cm-1) 8 7 16 5 4 4pp 3 2  10/ vinyl Références 
iNOS  675 747 1131 1349,1368,1392 1425 1468  -/1620 [10] 
iNOSoxy +Arg +BH4  672 748 1126 1349,1367,1394 1423 1469  -/1619 [10] 
nNOSoxy     1360  1467,1470  -/1615 [187] 
nNOSoxy +BH4     1347  1466  1600/1617 [187] 
nNOSoxy +Arg +BH4     1347  1465 1553 1600/1617 [187] 
bsNOS 347 675 748  1349  1468 1572 1602/1617 [102] 
bsNOS +Arg 344 672 745  1347  1466 1570 1600/1616 [102] 
bsNOS +Arg +BH4 348 676 747  1349  1468 1572 1601/1617 [102] 
saNOS     1349  1467  1602/1619 [195] 
saNOS +Arg 347    1349  1467 1554 1602/1619 [195] 
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Valeurs des modes vibrationnels des complexes FeIICO de NOS caractérisées par spectroscopie Raman de résonance. 
FeIICO (en cm-1) Fe-CO Fe-C-O C-O 8 7 16 4 3 2 10/vinyl Références 
iNOS 482, 502 560 1943, 1951        [161, 193, 197] 
iNOSoxy +Arg 512 569 1907        [194] 
iNOSoxy +BH4 460, 475, 492, 507 559 1949, 1963        [193, 197] 
iNOSoxy +Arg +BH4 485, 501, 513 566 1903        [163] 
iNOSoxy +NOHA +BH4 485, 499, 514 563         [163] 
eNOSoxy +Arg  503, 513 568         [167] 
eNOSoxy +Arg +BH4 504 567         [167, 193, 197] 
nNOSoxy 489, 501, 514 562 1936        [161, 163, 188] 
nNOSoxy +Arg 502 565 1932        [118] 
nNOSoxy +BH4 487, 501 562 1930, 1949        [188] 
nNOSoxy +Arg +BH4 489, 502, 514 565 1929    1369 1495 1561 -/1621 [161, 163, 186, 188] 
nNOSoxy +NOHA +BH4 490, 501, 514 563 1928        [161, 163, 188] 
nNOSoxy +Cit +BH4 484, 498 562         [188] 
bsNOS 485, 499 564 1914, 1943 344 674 748 1366 1488 1569 -/1620 [102] 
bsNOS +Arg 502 568 1910 344 675 748 1368    [102] 
bsNOS +BH4 487, 501 567 1917, 1933, 1944 344 675 749 1368    [102] 
bsNOS +Arg +BH4 501 567 1917 346 675 747 1367 1483  -/1622 [10, 102] 
saNOS  560 1930, 1949        [195] 
saNOS +Arg +BH4  502 565 1917        [167, 195] 
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Valeurs des modes vibrationnels des complexes FeIINO de NOS caractérisées par 
spectroscopie Raman de résonance. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FeIINO (en cm-1) Fe-NO Fe-N-O 4 3 Références 
iNOSoxy +Arg 540    [194] 
iNOSoxy +Arg +BH4 549    [194] 
nNOSoxy 394  1376 1508 [196] 
nNOSoxy +BH4 437 543   [196] 
nNOSoxy +Arg +BH4 437 549 1376 1497 [196] 
bsNOS   1374 1508/1498 [251] 
bsNOS +Arg +BH4 550  1374 1498 [251] 
saNOS 526  1374 1507 [251] 
saNOS +Arg 550  1374 1497 [251] 
saNOS +Arg +BH4  550    [251] 
saNOS +NOHA +BH4 555    [251] 
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Valeurs des modes vibrationnels des complexes FeIIINO de NOS caractérisées par spectroscopie Raman de résonance. 
 
 
 
 
 
 
FeIIINO (en cm-1) Fe-NO Fe-N-O 8 7 16 4 3 2 vinyl/10 Références 
iNOS 537         [194] 
iNOSoxy +Arg 537         [194] 
iNOSoxy +BH4 541 550        [194] 
iNOSoxy +Arg +BH4  545        [194] 
eNOSoxy +Arg  530 548        [167] 
eNOSoxy +Arg +BH4 529 548        [167] 
nNOSoxy 535         [196] 
nNOSoxy +BH4 542         [196] 
nNOSoxy +Arg +BH4  546        [196] 
bsNOS 540 551 342 673 750 1373 1502 1581 1624/1636 [102] 
bsNOS +Arg   541 342 673 750 1372 1500 1582 1623/1635 [102] 
bsNOS +BH4 540   345 672 749 1373 1500 1582 1623/1633 [102] 
bsNOS +Arg +BH4  542 341 672 748 1372 1500 1580 1623/1634 [102] 
bsNOS +NOHA +BH4  542        [159] 
bsNOS +Cit +BH4  547        [159] 
saNOS 539 551    1373 1503 1575  [160] 
saNOS +Arg  541    1375 1502 1572  [160] 
saNOS +BH4 539 551    1376 1503 1575  [160] 
saNOS +Arg +BH4   542        [160] 
saNOS +NOHA +BH4  543        [160] 
saNOS +Cit +BH4  549        [160] 
- 3
0
5
 - 
- 306 - 
Valeurs des modes vibrationnels des complexes FeIIO2 de NOS caractérisées par 
spectroscopie Raman de résonance. 
FeIIO2 (en cm-1) Fe-O O-O Références 
iNOS 482, 502 1133 [161] 
iNOSoxy +Arg +BH4 482, 503, 512 1126 [161] 
iNOSoxy +NOHA +BH4 481, 500, 513 1132 [161] 
nNOSoxy   1135 [115, 118] 
nNOSoxy +BH4  1135 [115, 118] 
nNOSoxy +Arg +BH4  1135/1122 [115, 118] 
nNOSoxy +NOHA +BH4  1135 [115, 118] 
bsNOS +Arg 517 1124/1136 [160] 
bsNOS +NOHA 530 1137 [160] 
saNOS 517 1135 [159] 
saNOS +BH4 517 1123/1135 [159] 
saNOS +Arg +BH4  517 1123/1135 [159] 
saNOS +NOHA +BH4 530 1135 [160] 
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Valeurs de g des espèces FeIII de NOS caractérisées par spectroscopie RPE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
FeIII Haut Spin Bas Spin Références 
 g1eff g2eff g3eff E/D g1 g2 g3  
iNOS 7,69 4,15 1,77  2,36 2,26 1,92 [205] 
iNOSoxy +Arg 7,59 4,20 1,80  2,36 2,26 1,92 [205] 
iNOSoxy +BH4 7,68 3,98 1,79 0,076    [9] 
iNOSoxy +BH4     2,35 2,25 1,91 [205] 
iNOSoxy +Arg +BH4 7,57 4,13 1,81 0,078    [9] 
iNOSoxy +Arg +BH4 7,59       [205] 
iNOSoxy +NOHA 7,69       [205] 
iNOSoxy +NOHA +BH4 7,66 4,04 1,80 0,078    [9] 
eNOSoxy 7,58 4,30 ND     [206] 
eNOSoxy +Arg  7,62 4,11 1,80 0,078    [206] 
eNOSoxy +NOHA 7,67 4,02 1,79 0,081    [206] 
eNOSoxy +BH4 7,53 ND ND     [206] 
eNOSoxy +Arg +BH4 7,53 4,18 1,80 0,073    [206] 
eNOSoxy +NOHA +BH4 7,67 4,02      [206] 
nNOSoxy 7,65 4,15 1,89 0,079 2,43 2,28 1,89 [234] 
nNOSoxy +Arg  7,56 4,09 1,81 0,075    [234] 
nNOSoxy +NOHA 7,68 3,98 1,79 0,081    [234] 
nNOSoxy +Cit 7,65 4,30 1,87  2,46 2,29 ND [234] 
bsNOS 7,59 4,22 1,83  2,45 2,29 1,90 [9] 
bsNOS +Arg 7,70 4,09 1,80     [9] 
bsNOS +BH4 7,69 3,99 1,78 0,080    [9] 
bsNOS +Arg +BH4 7,64 4,07 1,80 0,077    [9] 
bsNOS +NOHA +BH4 7,73 3,97 1,78 0,082    [9] 
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Valeurs de g des espèces FeIINO de NOS caractérisées par spectroscopie RPE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FeIINO g1 g2 g3 A1 Références 
nNOSoxy 2,080 2,005 1,970 2,03 [222] 
nNOSoxy +Arg  2,086 2,005 1,970 2,08 [222] 
nNOSoxy +NOHA 2,077 2,021 1,990 1,94 [222] 
iNOSoxy +BH4 2,084 2,005 1,974  [9] 
iNOSoxy +Arg +BH4 2,084 2,005 1,972  [9] 
iNOSoxy +NOHA +BH4 2,073 2,009 1,984  [9] 
iNOSoxy +Cit +BH4 2,084 2,005 1,974  [9] 
bsNOS +BH4 2,082 2,004 1,972  [9] 
bsNOS +Arg +BH4 2,082 2,005 1,967  [8] 
bsNOS +NOHA +BH4 2,073 2,007 1,974  [9] 
bsNOS +Cit +BH4 2,083 2,005 1,971  [9] 
gsNOS +Cit 2,079  1,967  [138] 
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RESUME :  
Le monoxyde d'azote est exclusivement synthétisé chez les mammifères par une famille 
d’hémoprotéines, les NO-Synthases. Le cœur de l’activité des NO-Synthases est l’activation de l’oxygène 
c'est-à-dire l’activation de l’intermédiaire réactionnel FeIIO2. Cette étape est contrôlée par la réactivité 
intrinsèque du fer, par les transferts de proton et les transferts d’électron. Elle doit être parfaitement maîtrisée 
car elle contrôle le chemin catalytique emprunté et la nature du produit final. Comprendre l’étape d’activation 
de l’oxygène est essentiel à la compréhension du rôle biologique et/ou pathologique de la NO-Synthase de 
mammifère. Cette question s'étend aux NO-Synthases bactériennes pour lesquelles on ne connait ni le 
mécanisme moléculaire ni la fonction biologique.  
Ce manuscrit propose une analyse approfondie de l’étape d’activation de l’oxygène de la NO-
Synthase. Dans un premier temps, nous avons étudié l’influence de l’environnement proximal sur la réactivité 
intrinsèque du fer et l’activation de l’oxygène. Nous avons généré des protéines mutées qui modifient les 
propriétés électroniques de la liaison proximale de l’hème. Ces protéines mutées ont été caractérisées par 
différentes spectroscopies (résonance paramagnétique électronique, Raman de résonance). Dans un 
second temps nous avons directement étudié le complexe FeIIO2, en présence d’analogues de substrat, grâce à 
des analyses de cinétique rapide en flux continu et en flux arrêté (stopped-flow). Dans un troisième 
temps, le rôle du cofacteur tetrahydrobioptérine dans le transfert de proton et d’électron a été étudié par 
une méthode de piégeage à des temps très courts : le freeze-quench. L'ensemble de nos résultats montrent 
que l’activation de l’oxygène est régulée par les propriétés électro-donneuses du ligand proximal et par le 
réseau de liaisons H distal. Nous mettons en évidence des différences dans le rôle redox du cofacteur 
tetrahydrobioptérine entre la NO-Synthase de mammifère et la NO-Synthase bactérienne.  
La difficulté majeure pour comprendre l’étape d’activation de l’oxygène de la NO-Synthase réside dans la 
complexité et la rapidité de la réaction catalytique. Dans ce contexte, nous avons cherché à adapter une 
méthodologie qui a prouvé son efficacité dans le cas des cytochromes P450 : la cryo-réduction couplée à des 
sauts en température. 
 
ABSTRACT : 
Nitric oxide is exclusively synthesized by NO-Synthases in mammals. The heart of the NO-synthase 
activity is oxygen activation, which corresponds to the activation of the FeIIO2 intermediate. This step 
depends on the heme electronic properties and on the electron and proton transfers. Oxygen activation has 
to be well mastered to control exactly the nature of the end-product. Understanding the oxygen activation 
step is necessary to better understand the biological/pathological role of the mammalian NO-Synthases. 
Furthermore, bacterial NO-Synthases function and oxygen activation mechanism are unknown.  
This PhD work proposes a deep analysis of the oxygen activation step in NO-Synthases. First, 
proximal environment has been studied with mutated proteins. These mutations impact the electronic 
properties of the heme proximal bond. Spectroscopic analyses of these mutants have been done by electron 
paramagnetic resonance and resonance Raman. Then, we have studied the FeIIO2 intermediate with 
substrate analogs which has necessitated continuous flow and stopped-flow analyses. Finally, the role of 
the tetrahydrobiopterin cofactor in the electron and proton transfer has been studied and clarified thanks to 
a very fast trapping method : the freeze-quench. Our results show that the oxygen activation step is 
elaborately controlled by the proximal bond electron donation and the distal H bond network. At the same 
time we show some differences between mammalian and bacterial NO-Synthases concerning the redox role 
of the tetrahydrobiopterin cofactor.  
The major obstacle to understand the oxygen activation step resides in the complexity of the active site 
chemistry and the rate of catalytic reactions. For this reason, we propose to adapt an already successful 
protocol to trap some intermediates in the cytochromes P450 mechanism : cryo-reduction coupled with 
temperature jumps. 
 
